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論文概要 
エラスチンタンパク質は細胞外マトリックスの一種で、大動脈をはじめ、項靭帯、皮
膚、子宮、弾性軟骨、黄色靭帯などの弾性が必要な組織や臓器に存在している。エラス
チンの最も重要な機能は弾性機能であり、これらの組織に適切な割合で存在し、弾力性
を与えている。エラスチンの構造上の特徴として、架橋領域と疎水領域が交互に配置さ
れていることがあげられる。疎水領域には様々なアミノ酸の繰り返し配列が存在するが、
その中でも Val-Pro-Gly-Val-Gly（以下 VPGVGと略）から成るペンタペプチド繰り返し
配列は、エラスチンの弾性機能の発現に重要なコアセルベーションと呼ばれる温度依存
的な分子の自己集合、解離の性質をもち、エラスチンの弾性機能を担う配列であると報
告されている。これまで、エラスチンの弾性発現についていくつかの分子モデルが提示
されてきたが、未だ弾性発現メカニズムは解明されていない。一方、エラスチンは弾力
性やコアセルベーションなどの性質から、様々なバイオマテリアルへの応用が期待され
ている。特に、VPGVGから成る繰り返し配列 Poly(VPGVG)は高いコアセルベーション
能を有しており、ドラッグデリバリーシステム（ＤＤＳ）の担体をはじめ広く研究され
ている。しかし、使用されている VPGVGの繰り返し回数は少なくとも４０回以上であ
り、素材を作製する上で技術面、コスト面における問題があり、未だに産業界での利用
には至っていない。 
これまでに、VPGVG 配列とコアセルベーション能に関して、ポリマーではコアセル
ベーション能を示すが、繰り返し回数が１であるモノマーでは示さないと報告されてい
る。さらに、繰り返し回数が多いほどコアセルベーション能も強くなることがわかって
いる。しかし、コアセルベーションを示すために最低限必要な繰り返し回数に関しては
議論されていなかった。コアセルベーションを示す為に最低限必要な分子サイズを確認
し、コアセルベーションを示す配列と示さない配列の構造的な相違を調べることが、弾
性機能の分子メカニズム解明には必要となる。また、その分子サイズが分かれば、従来
よりも短いペプチドで、マテリアルに最適なコアセルベーションを示すようなペプチド
が設計可能となり、応用面への貢献も期待される。本研究ではコアセルベーションの分
子メカニズムの解明と短鎖ペプチドのバイオマテリアルへの応用を目標とし、以下の章
立てで記述した。 
第１章では、エラスチンのコアセルベーション能と構造に関する一般的な知見及びバ
イオマテリアルへの応用研究について述べ、本研究の重要性について記載した。 
第２章ではエラスチン由来ペプチドの分子サイズ、コアセルベーション能、分子構造
の系統的な研究を行うことで、コアセルベーションを示すペプチドの構造的な特徴を調
べた。コアセルベーションには分子自身の疎水度が重要であるという報告をもとに、こ
こでは VPGVG 配列における１位の Val を Ile に置換した一連のエラスチン由来ペンタ
ペプチドアナログ H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)を作製しコアセルベーション特性の解析を
行った。その結果、VPGVG 配列と比較するとより短い配列で非常に高いコアセルベー
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ション能を示すことが明らかとなった。特に、H-(IPGVG)n-NH2 (n≧7)は自己集合能を示
したが、H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-6)では自己集合能を示さず、繰り返し回数による明確な違
いが確認された。よって、次にこれらのペプチドを用いて詳細な構造解析を行った。そ
の結果、コアセルベーションを示す自己集合性ペプチドは温度に応じて構造が変化し、
低温ではランダム構造、高温では II型 β ターン構造を示した。一方、コアセルベーショ
ンを示さないペプチドでは高温においてもランダム構造が多い結果となった。即ち、コ
アセルベーション能を示すペプチドの構造上の特徴として、主に II 型 β ターン構造を
含んだより規則的な構造を持つということが明らかとなった。これらの結果は、繰り返
し回数が４０以上の Poly(VPGVG)で報告されている構造とも類似しており、短い配列
でも同様な構造をとることを示した。 
第３章では、バイオマテリアルに利用できるような短鎖ペプチドの探索を目的として
ペプチドを設計し、そのコアセルベーション能を解析した。第２章の結果から、VPGVG
配列の 1位の Val の疎水度をさらに上げることで、コアセルベーション能もさらに向上
すると考え、Val を Phe に置換した FPGVG 配列を作製した。コアセルベーション能を
解析した結果、H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)がポリマーと同等の自己集合能を示した。僅か 25
残基からなるペプチドが 200 残基以上のペプチドと同等の性質を示す事は驚くべきこ
とであり、本研究で初めて明らかとなった。この成果から、より安価なバイオマテリア
ル用素材の開発が期待される。さらに、これまでコアセルベーション能には分子自身の
疎水度が重要である事が一般的に認識されていたが、ここでは芳香環がコアセルベーシ
ョン能を促進している可能性も示唆された。 
第４章では、第３章の結果を受け、コアセルベーションに対する芳香族アミノ酸の影
響を調べた。ここでは、第３章で検討した FPGVG配列をもとに、さらに疎水度の高い
Trp を含んだWPGVG配列と疎水度の低い Tyr を含んだ YPGVG配列から成る繰り返し
配列を作製した。同じ配列を比較すると、コアセルベーションに対する一般的な知見と
同様に、すべての配列において疎水度の増加に伴いコアセルベーション能も増加した。
特に、(WPGVG)3に関しては僅か 15残基でありながらコアセルベーション能を示した。
一方、(YPGVG)5は第２章で検討した(IPGVG)5よりも疎水度が低いにも関わらずコアセ
ルベーションを示した。このことは、コアセルベーション能が疎水度に加えて芳香環に
よっても促進される事を示唆している。一般的な知見に加え、コアセルベーションを促
進する別の因子の発見は、分子設計の上で重要となるだろう。 
第５章では、第３章、第４章で開発した高いコアセルベーション能を有するエラスチ
ン由来短鎖ペプチドを用いて、実際にポリマーの代替素材としてバイオマテリアルへ利
用することが可能であるかどうかの検討を行った。ここでは、エラスチンが広く研究さ
れている DDS 担体としての可能性を検討した。ここまでの成果で、コアセルベーショ
ンを示すペプチドで最も短い配列は(WPGVG)3であったが、水溶液の調整が非常に困難
であるため、ここでは次に短いペプチドである(FPGVG)5 を用いて検討を行った。まず
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温度変化に伴う粒子径の変化を測定したところ、高温において DDS 担体として有用な
ナノ粒子の形成が確認された。続いて、このナノ粒子にモデル薬物である色素を包含さ
せることを試みた結果、温度変化という簡易な方法で包含することがわかった。さらに、
この色素包含体の除放試験を行った結果、3週間にわたり緩やかに除放されることが観
察された。これらの結果は、僅か 25 残基から成る短鎖ペプチドがバイオマテリアルと
して有用であることを示唆している。 
最後に第６章を結論とし、ここまでの成果をまとめた。 
本研究では、様々なエラスチン由来ペプチドアナログを設計して系統的な検討を行っ
た。その結果、コアセルベーションに必要な分子構造、分子サイズ、促進因子など、エ
ラスチンの弾性機能解明やバイオマテリアル用素材としての設計に関する様々な知見
が得られた。 
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略語一覧 
BS  Biebrich scarlet 
BSA  Bovine serum albumin 
CD  Circular dichroism 
DDS  Drug delivery system 
DIEA  N,N-diisopropylethylamine 
DMF  N,N-dimethylformamide 
EDT  1,2-ethanedithiol 
FT-IR   Fourier Transform infrared spectroscopy 
Fmoc  9-fluorenylmethyloxycarbonyl 
HBTU  2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphate 
HOBt  N-hydroxybenzotriazole 
HPLC  High-performance liquid chromatography 
MALDI TOF-MS Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry 
NMP  1-methyl-2-pyrrolidone 
TFA  Trifluoroacetic acid 
TFE  2,2,2-Trifluoroethanol 
TLC  Thin-layer chromatography 
TNBS  2,4,6-Trinitrobenzene-sulfonic acid sodium salt dihydrate 
Ala (A)  Alanine 
Gly (G)  Glycine 
Ile      (I)   Isoleucine 
Phe (F)  Phenylalanine 
Pro        (P)  Proline 
Trp (W)  Tryptophan 
Tyr (Y)  Tyrosine 
Val         (V)  Valine 
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1-1. 弾性線維とエラスチン 
生物における組織や臓器は、その組織に特有な細胞とその間隙を埋める細胞外マトリ
ックスと呼ばれる生体高分子複合体が存在する。細胞外マトリックスの主な機能は組織
を支持することであり、組織の固さ、柔軟性などの物理的特性に寄与している。また、
細胞の足場となり、細胞増殖、分化、遊走などの細胞活動にも影響を与えている。細胞
外マトリックスの主な構成成分は、コラーゲンやエラスチンなどの線維性タンパク質、
糖質を主成分とするプリテオグリカンなどの複合糖質、フィブロネクチンやラミニンな
どの接着性タンパク質である。中でもコラーゲンとエラスチンの含有量は多く、それぞ
れが性質の異なる線維を形成し組織を支持している 1-3。コラーゲンは膠原線維を形成
し、組織に強度を与えている。一方エラスチンは弾性線維を形成し、組織に弾性を与え
ている。これらの線維はあらゆる組織において適切な割合で共存しており、組織に必要
な機械的強度を与えている。 
肺や血管、靭帯、皮膚などの組織は弾性組織と呼ばれ、弾力性（張力に対する抵抗）
を示すことでその機能を発揮している。これらの組織の弾力性は弾性線維が担っている。
弾性線維は糖タンパク複合体であるミクロフィブリルと不溶性のタンパク質であるエ
ラスチンから構成されており、特にエラスチンの割合は高く弾性発現に必須のタンパク
質であると考えられている 4-8。組織におけるエラスチンの含有量は皮膚の真皮で 2-3%、
肺で約 3-7%、動脈で 28-32%、靭帯では 70%に及ぶ。生体内においてエラスチンは、可
溶性の前駆体タンパク質であるトロポエラスチンが高度に架橋したポリマーとして存
在する。トロポエラスチンは血管平滑筋細胞や線維芽細胞で生合成され、細胞外へと分
泌される。その後ミクロフィブリルの周囲や間隙に集合整列し、酵素リジルオキシダー
ゼにより分子間で適切に架橋されて網目構造を持つ不溶性の弾性タンパク質エラスチ
ンとなる（Fig. 1）。正常なエラスチンの形成には、このトロポエラスチンの規則的な自
己集合が重要であり、この自己集合の現象を“コアセルベーション”とよぶ。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. 生体内における弾性線維の形成 9 
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1-2. トロポエラスチン 
トロポエラスチンは約 800 残基のアミノ酸からなる分子量約 72kDa のエラスチン前
駆体タンパク質である 8-10。一次構造上の特徴として、親水性領域と疎水性領域が交互
に繰り返している（Fig. 2）。親水性領域は架橋領域とも呼ばれ、Ala と Lys に富んでお
り、Lys 残基間で分子間架橋を形成する。疎水性領域は Val、Pro、Gly などの非極性ア
ミノ酸に富み、これらのアミノ酸から成る繰り返し配列が存在している。繰り返し配列
には、ヘキサペプチド(Val-Pro-Gly-Gly; 以下 VPGG)、ペンタペプチド(Val-Pro-Gly-Val-
Gly; 以下 VPGVG)、ヘキサペプチド(Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly;以下 VGVAPG)などが存在
している 8, 11, 12。これらの繰り返しペプチド配列のなかで、ペンタペプチド配列 VPGVG
のみがウシ・ニワトリ・ブタ・ヒトなど多くの種に共通して存在している。トロポエラ
スチンは生体内で自己集合し弾性線維を形成する。各領域における自己集合能を調べた
結果、架橋領域は自己集合を示さなかったが、疎水性領域は自己集合を示し線維状の凝
集体を形成することが明らかとなった 13-17。また、疎水性領域に存在する繰り返し配列
である VPGVG配列は完全可逆的な自己集合能を示し、さたに架橋した poly(VPGVG)は
弾性を示す 18-20。よって VPGVG配列は線維形成および弾性機能の発現に関与する配列
であると考えられている。 
 
 
 
 
  
 
 
Fig. 2. トロポエラスチンのドメイン構造 8,12,13 
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1-3. コアセルベーション特性 
トロポエラスチンやエラスチン由来ペプチドの水溶液は、低温(25℃以下)では透明な
均一溶液であるが、温度を体温(37℃)以上に上げていくと、分子が自己集合し溶液は白
濁する。この溶液をそのまま放置すると分子をわずかしか含まない平衡溶液(上層)と分
子が濃縮された粘性のあるコアセルベート層(下層)の二層に分離する。この過程は可逆
的であり、温度を 25℃以下に下げると再び元の透明な均一溶液となる（Fig. 3）。この可
逆的な自己集合の特性が「コアセルベーション」であり、正常なエラスチンの線維形成、
さらには弾性機能の発現に重要な性質である。この現象は分光学的には吸光度計を用い
て、可視領域の波長における吸光度を測定することで評価することができ、この方法を
濁度測定と呼ぶ。poly(VPGVG)のコアセルベーションは完全可逆的であり、温度の上昇
‐下降操作を繰り返しても昇温曲線と降温曲線は完全に一致する。 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Fig. 3. 試験管内におけるコアセルベーション特性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. 濁度測定による poly(VPGVG)のコアセルベーション特性の評価 21 
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1-4. poly(VPGVG)のコアセルベーション特性と構造 
コアセルベーション特性を示す poly(VPGVG)については Urry らにより CD および
NMRを用いた詳細な構造解析が実施されている 20-23。全体の構造としては Pro-Glyのア
ミノ酸残基で形成されるⅡ型 β-ターンを縁に持つ β-スパイラルとよばれるらせん状の
構造をとる(Fig. 5)。このとき Val1の C=Oと Val4の NHとの間で形成する水素結合によ
って β-ターンが安定化され、Val1‐γCH3と Pro‐δCH2側鎖間におこる疎水相互作用によ
っても β-スパイラル構造は安定化されている。また、Vali4-Glyi5-Vali+11は、poly(VPGVG)
中において規則的に β-ターン構造を繰り返すことができるようにターン構造をつなぐ
サスペンダーの役割をしている 24-25。 
poly(VPGVG)の水溶液は室温以下では無秩序構造で、表面には水分子が水和した状態
で存在している。水溶液の温度を上昇させると分子内における疎水性相互作用が高まり、
水和水が表面から押し出され、β-スパイラル構造をとるようになる。すると各分子表面
に突き出た Val 残基の側鎖間において分子間で疎水相互作用が生じ、次々と分子が集合
し水和殻がはがれ溶解できなくなり、溶液は白濁してくる。水溶液の温度を下げると、
分子間における Val側鎖間の疎水相互作用が弱まり、分子内の疎水相互作用も徐々に弱
まり、元の無秩序な構造へと変化して再度水和し、溶液も透明となる。疎水性の分子が
水和された無秩序な構造はエネルギー的に不安定であるため、エラスチンペプチド分子
は疎水効果により互いに規則構造をとろうとする傾向にある。このことがエラスチンの
弾性機能の発現と深く関係しているのではないかと考えられている。以上のように、ポ
リペンタペプチドの柔軟な分子の働きのためには、温度変化に呼応した分子内および分
子間での適切な疎水相互作用の有無が重要な働きをしている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. VPGVG配列の構造 21。（A）Poly(VPGVG)の配置図 （B）β ターン構造 
（C）β スパイラル構造 
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1-5. コアセルベーション特性とアミノ酸組成 
Val-Pro-Gly-Xaa-Glyから成るエラスチン由来ポリペンタペプチド(V1P2G3X4G5)nは、コ
アセルベーションを示すモデルペプチドとして広く研究されている。ここで、配列中の
４位の Xaa（以下、X4）は Pro 以外のアミノ酸であり、X4のアミノ酸の側鎖の性質がコ
アセルベーションに大きく影響を与える事が知られている。例えば、X4を Val より疎水
度の低い Ala に置換した poly(VPGAG)では poly(VPGVG)と比べてより高温でなければ
コアセルベーションを開始しない。また、X4を Val より疎水度の高い Ile に置換した場
合では、より低温でコアセルベーションを開始する。さらに、また X4を Glu に置換し
た poly(VPGEG)では Glu側鎖のカルボキシル基の影響で、酸性条件下では開始温度が低
温になるが、中性条件下では開始温度が高温となる 26-28。このように、poly(VPGVG)を
基本骨格として、そのペンタペプチド配列のアミノ酸組成を置換することで側鎖の疎水
性度合に変化が生じ、その結果コアセルベーション特性に差異が生まれる。 
 また、これまでに poly(VPGVG)の各アミノ酸残基のコアセルベーションへの寄与を
調べる目的で、C 末端より 1 残基ずつアミノ酸を除去した poly(VPGV)、poly(VPG)、N
末端を除去した poly(PGVG)が合成され、これらのポリペプチドのコアセルベーション
特性および分子構造が報告されている 29。poly(VPGVG)が完全可逆なコアセルベーショ
ン能を示すことに対し、poly(VPGV)は不完全可逆的なコアセルベーション特性を有す
る。一方、poly(VPG)および poly(PGVG)はコアセルベーション特性を示さなかった。こ
れによりコアセルベーションの開始には C 末端の V4G5および N 末端の V1が必須であ
ることが示された。さらに、ポリペンタペプチドアナログの構造解析を CD および FT-
IR、H1-NMRにより行った結果、コアセルベーション開始には Val1-Pro2側鎖間の疎水相
互作用により安定化した Pro2-Gly3をコーナーにもつ β-ターン構造を縁に持ち、その β-
ターンが繰り返して配置された β-スパイラルが、Val1及び Val4の側鎖の分子間疎水相互
作用によって自己集合することが必須であることが示された。実際に、poly(VPGVG)の
Val1をAlaに置換した poly(APGVG)では高温でなければコアセルベーション特性を示さ
ず、Ile に置換した poly(IPGVG)ではより低温でコアセルベーション能を示すということ
も報告されている 30,31。 
 さらに VPGVG配列の３位の Gly3を Ala に置換した poly(VPAVG)では、自己集合の開
始温度はあまり変化しないが、昇温と降温が一致せず、不完全可逆的なコアセルベーシ
ョン特性を示すことが報告されている 32, 33。 
コアセルベーション特性はアミノ酸組成の他に、ペプチドの鎖長にも影響を受ける
ことが報告されており34、同じユニットでは鎖長（繰り返し回数）が大きくなるほどコ
アセルベーションの開始温度は低温側へシフトする。 
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1-6. エラスチンのコアセルベーション特性を利用した応用例 
エラスチン由来ポリペプチドは制御可能なコアセルベーション能の他、生体適合性
を有しているため様々な応用が期待されている。中でもドラックデリバリーシステム
（DDS）の担体としての利用は最も多く研究されている。現在の薬物療法では、薬物
の定期的な服用や注射による投与が主流である。しかし、通常、薬物は体内で吸収・
分解され、患部以外の部位にも広範囲に拡散するため、患部に到達する薬物は投与さ
れたうちの極微量となる。患部に到達すべき薬物量から逆算して投与すべき薬物量を
決めると、その投与量は非常に多いものとなり、副作用発現の可能性が高くなる。こ
の問題を改善するために注目されているのがDDSである。DDSとは、医薬品を体内の
必要な場所に必要な量を必要な時間だけ作用させることで副作用を軽減し、医薬品を
より効果的に使用できるようにするものである29。そのために、薬物をタンパク質やペ
プチド等の担体に包含させる必要がある。体内に投与される有効成分は担体と共に、
体内に長期にわたって残存せず、効果発現の後には分解、代謝、排泄されることが望
まれる。また、担体自体が体に影響を与えることのない安全な物質でなければならな
い。そこで、担体として使用される物質の多くは、生分解性や生体適合性に優れたも
のである35。DDSの具体的な技術として、放出制御と標的化が挙げられる。放出制御と
は、毎時間一定量の薬物を生体内へ放出する技術で、標的化とは薬物を必要な部位に
だけ送達する技術である36。 
 Poly(VPGVG)のDDSへの応用の利点として、アミノ酸から構成されているために無
毒であり生分解性があるということ、温度応答性の自己集合能を容易に設計できるこ
と、ハイパーサーミアなど熱による標的が可能であるなど様々である37。また、薬物を
簡易的に取り込むことが可能であることも利点の一つである。一例として、スペイン
のバリャドリッド大学のJ.C. Rodriguez Cabelloらは、相転移が30℃になるようなエラス
チン由来ポリペンタペプチドpoly(VPAVG)（Mw=86,249）を設計し、温度制御のみで
モデル薬物dexamethasone phosphate (DMP)を取り込んでいる。このことにより、
Poly(VPAVG)は約30日間DMPを放出し続け、DDSとしての有用性が示唆された(Fig. 
6)38。 
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(A) 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6. Poly(VPAVG)を用いた DDS担体への応用 
(A)Poly(VPAVG)のコアセルベーション特性 
(B)poly(VPAVG)を担体に用いた DMPの除放試験 
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1-7. 本研究の目的 
上述したように、エラスチン由来ポリペンタペプチド poly(VPGVG)はコアセルベー
ション能を示し、エラスチンの弾性に関与する配列であると示唆されている。従って、
poly(VPGVG)はエラスチンの構造解析におけるモデルペプチドとして広く研究されて
いるが、その分子構造はまだ不明であり、弾性機能の発現メカニズムに関しても議論が
続いている。一方、VPGVGから成るモノマーではコアセルベーションを示さないため、
ペプチドがコアセルベーションを示すには大きな繰り返し回数が必要と考えられてい
る 29。しかし、コアセルベーションに必要な最低限な分子サイズ（繰り返し回数）など
は議論されていない。コアセルベーション能に最低限必要な繰り返し回数はどのくらい
か、そしてコアセルベーションを示すペプチドと示さないペプチドの構造的な特徴を調
べることが、弾性機能の発現メカニズムの解明には必要となる。 
一方、poly(VPGVG)はコアセルベーション能を有するという性質から、DDSを初めと
した様々なバイオマテリアルへの応用が期待されている。しかし Poly(VPGVG)を利用
するには最低でも 200残基（繰り返し回数 40）以上のペプチドが必要であり、作製が困
難で時間もかかるという技術的な問題のほか、コストがかかることもあり産業界ではほ
とんど利用されていない。そこで、より短い配列で poly(VPGVG)と同等な自己集合能を
有するペプチドが求められる。 
以上のことから、本研究ではコアセルベーションの分子メカニズムの解明と短鎖ペプ
チドのバイオマテリアルへの応用を目標とした。第 2章ではエラスチン由来ポリペプチ
ドの分子サイズ、コアセルベーション能、分子構造の系統的な研究を行うことで、コア
セルベーションに必要な分子構造を調べた。第 3章では、バイオマテリアルに利用でき
るような短鎖ペプチドの探索を目的としてペプチドを設計し、そのコアセルベーション
能を解析した。第 4章では、疎水度が重要であると考えられてきたコアセルベーション
をさらに促進させる因子を発見するために、芳香族アミノ酸を用いたコアセルベーショ
ン能の解析を行った。第 5章では、第 3章、第 4章で開発した高いコアセルベーション
能を有するエラスチン由来短鎖ペプチドを用いて、実際にポリマーの代替素材としてバ
イオマテリアルへ利用することが可能であるかどうかの検討を行った。ここでは、エラ
スチン由来のポリペンタペプチドを用いて広く研究されている DDS 担体としての可能
性を検討した。 
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第２章 
イソロイシン置換による疎水度を向上させた 
自己集合性ペプチドの設計 
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2-1. Introduction 
エラスチンの最も重要な機能である弾性機能にはコアセルベーションが必要と考え
られているが、その分子構造、発現メカニズムはまだ明らかとなっていない。また、エ
ラスチンに存在する VPGVG 配列とコアセルベーションの関係には、VPGVGの分子サ
イズ（繰り返し回数）が重要であり、コアセルベーション能に影響を与えるパラメータ
であるが、これまで(VPGVG)配列がコアセルベーションを示す最低限の鎖長に関しては
あまり議論されていない。そこで以前当研究室では、VPGVG配列においてコアセルベ
ーションの開始に必要なくり返し回数及び構造との相関を調べる目的で、一連のペンタ
ペプチドオリゴマーH-(VPGVG)n-NH2 (n=1~10)を合成した。濁度測定を行った結果、40 
mg/ml の濃度において n=10 が僅かな濁度上昇（自己集合能）を示すことが確認された
(Fig. 7)39。しかし、H-(VPGVG)10-NH2はポリマー(VPGVG)n (n>40)と比較すると高濃度に
おいても自己集合能は弱く、繰り返し回数と自己集合能との相関研究を実施することが
困難であった。この問題を解決するためには、ペプチド自身のコアセルベーション能を
高めることが有効である。 
本研究では、まず H-(VPGVG)n-NH2の一位の Val をより疎水性の高い Ile に置換した
一連のペプチドアナログ H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)を合成した。IPGVG配列では、VPGVG
配列と比較して自己集合能が高まると予想され、構造と自己集合能との相関関係を調べ
る事が容易になると期待される。そこで、H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の自己集合能を調べ、
VPGVG配列と IPGVG配列のコアセルベーション能の比較及び IPGVG配列においてコ
アセルベーションを示す最低の繰り返し回数を調べた。その後、CD、FT-IRなどの手法
により詳細な構造解析を行うことで、コアセルベーションを示すペプチドの構造的な特
徴を調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. H-(VPGVG)n-NH2 (n=1-10)のコアセルベーション特性 
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2-2. Materials 
Acetonitrile     和光純薬工業株式会社 
DIEA      渡辺化学工業株式会社 
DMF      和光純薬工業株式会社 
Ethanol      和光純薬工業株式会社 
Fmoc-Gly-OH     (MW:297.31)  渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-Ile-OH     (MW:353.42)   渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-Pro-OH     (MW:337.37)  渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-Val-OH    (MW:339.39)  渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-NH-SAL-Resin (0.59 mmol/g)      渡辺化学工業株式会社 
HBTU      渡辺化学工業株式会社 
HOBt      渡辺化学工業株式会社 
Methanol            和光純薬工業株式会社 
NMP      和光純薬工業株式会社 
Ninhydrin     和光純薬工業株式会社 
Phenol      和光純薬工業株式会社 
Piperidine     渡辺化学工業株式会社 
Pyridine      和光純薬工業株式会社 
Sephadex G-10     Pharmacia Fine Chemicals 
TFA      渡辺化学工業株式会社 
TFE       渡辺化学工業株式会社 
TNBS      和光純薬工業株式会社 
シアン化カリウム    和光純薬工業株式会社 
ジエチルエーテル    和光純薬工業株式会社 
フェノール     和光純薬工業株式会社 
塩酸(HCl)      和光純薬工業株式会社 
水酸化ナトリウム(NaOH)    和光純薬工業株式会社 
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2-3. Methods 
2-3-1. ペプチドの設計 
エラスチン由来ポリペプチド poly(VPGVG)はコアセルベーションを示すモデルペプチ
ドとして最も研究されている。第 1章に記述した通り、そのコアセルベーションの開始
温度はアミノ酸組成、鎖長、濃度などのパラメータにより変化する。本研究ではまず、
基本となる(VPGVG)配列からなり鎖長の異なる H-(VPGVG)n-NH2 (n=1-10)を作製した。
次に、(V1P2G3V4G5)配列における１位の Val をより疎水度の高い Ile に置換した H-
(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)を作製した（Table 1）。Valは側鎖にイソプロピル基（-C3H7）を有
することに対し、Ile は sec-ブチル基（-C4H9）を有しており、メチレン基が１つ付加さ
れた構造をとる。従って分子間の疎水性相互作用が高まりコアセルベーション能が促進
されることが期待される。よってコアセルベーション能の開始点が明確となり、ペプチ
ド構造との関係も調べることができると期待される。 
 
 
 
Table 1. 疎水度を高めたエラスチン由来 Ile 含有ペプチドの設計 
 
 
 
 
 
 
 
※第２章で新たに設計したペプチドを赤色で示した。 
 
 
 
2-3-3. 合成ペプチドの精製方法及び純度確認、疎水度の評価方法合成 40-42 
本研究で使用したペプチドはすべて Fmoc 法固相合成法により化学合成した。各ペプチ
ドの合成スケールは 0.1 mmol で行った。樹脂には Fmoc-NH-SAL-Resinを使用した。縮
合剤には 0.45M HBTU-HOBt（5当量）を用い、塩基として 2M DIEA（10当量）を用い
た。また、Fmoc-アミノ酸（Fmoc-Gly-OH、Fmoc-Val-OH、Fmoc-Pro-OH、Fmoc-Ile-OH）
は、それぞれ樹脂に対して 5当量使用した。Fmoc 法による固相合成の手順を Fig. 8 に、
操作の手順を Table 2 に示した 40。 
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Fig. 8. Fmoc 固相合成法の模式図 
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Table 2. 操作手順 
手順 試薬・溶媒 時間×回数 
1.膨潤 NMP (2 ml) 
NMP (2 ml) 
1 min×1 
45 min×1 
2.洗浄 DMF (2ml) 1 min×3 
3.脱保護 20% ピペリジン /DMF (2 ml) 
20% ピペリジン /DMF (2 ml) 
1 min×1 
10 min×1 
4.洗浄 DMF(2 ml) 1 min×10 
5.カップリング Fmoc-AA 
2 M DIEA (10 当量)/NMP (1.1 ml)  
0.45 M HBTU・HOBt (5当量)/DMF (0.5 ml) 
45 min×1 
6.洗浄 DMF (2 ml) 1 min×5 
7.繰り返し操作 つなぎたい残基分だけ手順 3～6を繰り返す 
アミノ酸を全てカップリングし終わったら手順 3・4
を行う 
 
8.洗浄 Methanol (2 ml) 1 min×10 
 
2-3-3-1. 膨潤 
カラムに秤量した樹脂を入れ、NMP(2 ml)を加えて膨潤させた後、DMF (2 ml)を加えて
洗浄した（手順 1, 2）。 
 
2-3-3-2. ペプチド鎖の伸張 
膨潤後の樹脂に 20%ピペリジン/DMF を加えて Fmoc 基を除去した後、DMF で洗浄した
(手順 3, 4)。これに 0.45 M HBTU-HOBt/DMF (1.1 ml) 、2 M DIEA/NMP (0.5 ml)で活性化
させた Fmoc-アミノ酸を加えカップリングした後（手順 5）、カイザーテスト、TNBS テ
ストを行いカップリングが定量的（100%近く）に行われたことを確認し、DMF で洗浄
した（手順 6）。この操作を目的のつなぎたい残基分繰り返し行なった（手順 7）。最終
残基のカップリングが終了したら手順 3.4 を行い、メタノールで洗浄した（手順 8）。合
成終了後の樹脂を水流ポンプに連結したデシケーターに移し、1 時間 30 分減圧乾燥し
た。 
 
〈カイザーテスト 41〉 
Ser、Asn、Asp以外の一級アミノ酸残基の次にカップリングを行った際、カップリング
が完全に追行したかどうかを確認するためのテスト法である。カップリング中のレジン
の少量をガラスチューブに取り、メタノールで三回洗浄した。パスツールピペットで A
液（5%ニンヒドリン/エタノール）、B 液（80%フェノール/エタノール）、C 液（20 mM
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シアン化カリウム/ピリジン）をそれぞれ三滴ずつ加え、チューブを加熱した（100ºC、
1 min）。レジンの色が青色であればカップリング不十分とみなし、再度カップリングを
行った（ダブルカップリング）。また、レジンの色が無色透明であれば、カップリング
完了と判断した。 
 
〈TNBSテスト 42〉 
Ser、Asn、Asp および二級アミノ酸である Pro残基の次にカップリングを行った際、カ
ップリングが完全に追行したかどうかを確認するためのテスト法である。カップリング
中のレジンの少量をガラスチューブに取り、メタノールで三回洗浄した。パスツールピ
ペットで A液（10%DIEA/DMF）、B液（1%TNBS/DMF）をそれぞれ三滴ずつ加え、1分
間の反応を見た。レジンの色が黄色あるいは赤であればカップリング不十分とみなし、
再度カップリングを行った（ダブルカップリング）。また、レジンの色が無色透明であ
れば、カップリング完了と判断した。 
 
2-3-3-3. 脱樹脂 
〈TFAによる脱樹脂〉 
ペプチドの導入が終了した樹脂に 95%TFA(2 ml)を加え室温で 1 時間撹拌した後、窒素
気流下で TFAを除去し、目的のペプチドを得た（脱樹脂）。これに 3%酢酸（2 ml）を加
え、ジエチルエーテルを用いて 3回洗浄した。エーテル層はパスツールピペットで除去
し、酢酸層を凍結乾燥した。目的物のペプチドが含まれていることを確認する為、凍結
乾燥後の試料を少量エッペンに取り、高速液体クロマトグラフィー(以下 HPLC)により
純度を調べ、MALDI TOF-MSを用いて質量分析を行った。 
 
2-3-3-4. ペプチドの粗精製 
〈ゲルろ過クロマトグラフィー〉 
脱樹脂後のペプチドを 3%酢酸に溶解し、sephadex G-10カラムでゲルろ過クロマトグ
ラフィー（ゲル：sephadex G-10、溶出:3%酢酸）を行った。Ninhydrin 反応で陽性が表
れた画分をコニカルチューブに回収し、凍結乾燥を行った。凍結乾燥後のペプチドを
HPLCにより純度を確認した。 
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2-3-3-5. ペプチドの精製及び純度確認 
濁度測定及び構造解析に使用するために、ゲル濾過クロマトグラフィーで粗精製したペ
プチドを HPLCで精製した後、凍結乾燥を行った。精製後の純度を HPLCで調べ、高純
度に精製されたことを確認した。HPLCによる純度確認は以下に示す条件で行った。ま
た、各ペプチドのリテンションタイム（溶出時間）を HPLCにより求めた。 
<分析条件：純度確認> 
・装置 
ポンプ：CCPM、ポンプコントローラ：PX-8010、カラムオーブン：CO-8010、 
紫外検出器：UV-8010、ペンレコーダ：FBR-2 （すべて TOSHO） 
・カラム    資生堂   CAPCELL PACK C18（4.6×250 mm） 
・波長      220 nm 
・温度      40ºC 
・溶出液    Solution A   5% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 
       Solution B  95% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 
・流速                1.0 ml/min     
・プログラム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. HPLCによる純度確認のプログラム 
 
＜分析条件：リテンションタイム（溶出時間）＞ 
・装置：Agilent 1220 Infinity LC System 
・プログラム：上記（Fig. 9）の Program 2 で行った。 
その他の条件は上記と同様である。 
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2-3-4. 濁度測定 
 各種ペプチドのコアセルベーション能を調べるために、濁度測定を行った。精製した
各種ペプチドを、種々の濃度に調製し（溶媒：水）、ペルチェ式温度コントローラー付
き分光光度計（JASCO: Ubest V-560）を用いて窒素気流下で濁度測定を行った。波長 400 
nm、温度範囲は 1ºC-93ºC、温度変化速度は 0.5ºC/min で測定を行った。また、濃度は 1 
- 100 mg/ml の範囲で調製を行った。各ペプチドを調製した濃度を Table 3に示した。 
 
Table 3. H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の濁度測定における濃度調製 
ペプチド 
濃度（mg/ml） 
10 20 40 80 100 
H-(IPGVG)1-4-NH2 － － － － ◯ 
H -( IPGVG) 5 -NH 2 － － － － ◯ 
H -( IPGVG) 6 -NH 2 － － － ◯ ◯ 
H -( IPGVG) 7 -NH 2 ◯ ◯ ◯ － － 
H -( IPGVG) 8 -NH 2 ◯ ◯ ◯ － － 
H -( IPGVG) 9 -NH 2 ◯ ◯ ◯ － － 
H-(IPGVG)10-NH2 ◯ ◯ ◯ － － 
◯：調製可能  －：未調整 
 
2-3-5. 二次構造解析 
2-3-5-1. CD測定 
コアセルベーションと分子構造の相関を得るために、円二色性分散計(JASCO:J-725)
を用いて Ile 含有エラスチン由来ペプチドの CD スペクトル測定を行った。一般的に、
コアセルベーションを示すとペプチド溶液は白濁するため、コアセルベーション状態で
の分光学的な解析は困難であると言われている。そこで、エラスチンペプチドの CD測
定では、コアセルベーションを示さない低濃度で測定を行う、あるいは TFE 溶媒を用
いて測定を行う事が一般的である。TFE溶媒は、αヘリックスなどの二次構造を促進さ
せる溶媒としてタンパク質やペプチドの構造解析で広く用いられる溶媒である。エラス
チンにおいてもコアセルベーション状態での構造（折り畳み構造）を促進すると報告さ
れており、CD測定の溶媒としても使用されている。本研究では、まず TFE溶媒におけ
る測定を行うことで、H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の繰り返し回数と構造の違いを検討した。
温度は室温（25ºC）、波長 200-250 nmに設定した。また、温度変化による構造の変化を
確認するために水中での測定も行った。この時、濁度測定との相関を得るために、濁度
測定と同様の濃度（40 mg/mL）での測定を試みた。セルは、光路長 0.01 mmである短光
路セルを用いた。温度範囲 10ºC-60ºCにおいて 10ºCずつ温度を上昇させ測定を行った。
各 CD測定の条件を Table 4にまとめた。 
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Table 4A. TFE 中における CD測定の条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 4B. 水中における CD測定の条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2-3-5-2. FT-IR測定 43-45 
CD 測定に加え、構造に関してより正確なデータを得るために、FT-IR による二次構造
解析も行った。精製した H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)におけるペプチド溶液を調製し（1 
mg/ml）、フーリエ変換赤外分光光度計（JASCO: FT/IR-615）を用いて FT-IRスペクトル
測定を行った。温度は室温（25ºC）、溶媒には TFE を用いた。測定は 400 – 4,000 cm-1で
行い分解能は 4 cm-1 で行った。ペプチドの二次構造を反映するアミド I 領域（1,600 - 
1,700 cm-1）に対して deconvolution、curve-fitting method を用いて二次構造解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
試料 H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10) 
溶媒 TFE 
濃度 0.1 mM 
温度 室温(25ºC) 
波長 200-250 nm 
セル長 1.0 mm 
試料 H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10) 
溶媒 水 
濃度  40 mg/ml 
温度 10ºC - 60ºC 
波長 190 - 250 nm 
セル長 0.01 mm 
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2-4. Results 
2-4-1. 合成ペプチドの純度確認及び収量・収率 
合成した各種ペプチドはゲルろ過クロマトグラフィーにより粗精製を行った。また、
目的物が合成できていることを確認するため MALDI TOF-MS により分子量測定を行
った。その結果、目的のペプチドが合成できていることが確認できた。H-(IPGVG)n-NH2 
(n=1-10)における粗精製後の収量、収率及び分子量測定の結果を Table 5に示した。すべ
てのペプチドにおいて、解析に必要な量を十分に量確保することができた。その後、
HPLC による精製を解析に必要な量が確保できるまで行った。HPLC による精製後の分
析結果を Fig 10A-10J に示した。全てのペプチドにおいて、ほぼ単一なメインピークが
検出され、高純度なペプチドが得られたことが確認できた。また、繰り返し回数が増加
するとともに、メインピークのリテンションタイム（溶出時間）が遅くなっていること
が確認できた。このことは、繰り返し回数の増加に伴い疎水度が高くなっているといえ
る。 
 
Table 5. H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の収量、収率及び分子量測定 
配列 
繰り返し
回数(n) 
収量 (mg) 収率 (%) 
MS analysis 
Calc. (m/z) 
[M + H]+ 
Found (m/z) 
[M + H]+ 
H-(IPGVG)1-NH2 1 42.7  77.0 441.55 441.33 
H-(IPGVG)2-NH2 2 75.9 77.6 865.06 865.09 
H-(IPGVG)3-NH2 3 98.2 70.1 1288.58 1288.9 
H-(IPGVG)4-NH2 4 146.4 80.2 1712.09 1713.0 
H-(IPGVG)5-NH2 5 143.0 63.6 2135.60 2136.22 
H-(IPGVG)6-NH2 6 236.5 88.5 2559.12 2560.56 
H-(IPGVG)7-NH2 7 171.5 55.4 2982.63 2983.5 
H-(IPGVG)8-NH2 8 194.3 55.2 3406.15 3406.9 
H-(IPGVG)9-NH2 9 208.7 52.9 3829.66 3830.8 
H-(IPGVG)10-NH2 10 269.2 61.7 4253.17 4253.0 
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(A) 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10. H-(IPGVG)n-NH2の精製後における分析 (A) n=1 (B) n=2 (C) n=3 (D) n=4 
(C) 
(D) 
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Fig. 10. H-(IPGVG)n-NH2の精製後における分析 (E) n=5 (F) n=6 (G) n=7 (H) n=8 
(E) 
(F) 
(G) 
(H) 
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Fig. 10. H-(IPGVG)n-NH2の精製後における分析 (I) n=9 (J) n=10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(I) 
(J) 
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2-4-2. 合成ペプチドにおける疎水度の評価 
コアセルベーション能と疎水度は密接な関係があるため、各ペプチドの疎水度を調べ
ることはコアセルベーション能の解析にも重要である。Figure 10 で合成ペプチドの純
度確認を行ったところ、繰り返し回数と共に疎水度が強くなっている傾向が見られた。
ここでは、より正確に各ペプチドの疎水度を調べるために、HPLC（Agilent 1220 Infinity 
LC System）を用いてリテンションタイム（溶出時間）の測定による各ペプチドの疎水
度の評価を行った。Table 6 に各ペプチドの溶出時間を示した。比較のために VPGVG 配
列も示した。また、これらをグラフ化したものを Figure 11 に示した。Table 6及び Fig. 
11から、すべてのペプチドにおいて、同じ配列では繰り返し回数が増えるにつれ溶出時
間も増加することが観察された。また、同じ繰り返し回数のペプチドを比較すると
IPGVG 配列は VPGVG 配列よりもすべての鎖長で溶出時間が遅い事がわかった。つま
り、同じ鎖長では IPGVG配列は VPGVG配列よりも疎水度が高いことが示唆された。 
 
Table 6. HPLCにより求めた各種ペプチドの溶出時間 
Repeat 
number (n) 
溶出時間 (min) 
(VPGVG)n (IPGVG)n 
1  8.34 ± 0.08 11.5 ± 0.09 
2 18.7      ± 0.08 23.4 ± 0.08 
3 24.7     ± 0.08 30.0 ± 0.08 
4 28.5      ± 0.07 34.4 ± 0.08 
5 31.4      ± 0.07 37.6 ± 0.08 
6 33.5      ± 0.07 40.1 ± 0.07 
7 35.3      ± 0.06 42.1 ± 0.06 
8 36.7      ± 0.06 43.8 ± 0.06 
9 38.0      ± 0.06 45.2 ± 0.06 
10 39.0      ± 0.05 46.4 ± 0.05 
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Fig. 11. IPGVG及び VPGVGの溶出時間の比較 
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2-4-3. 濁度測定によるコアセルベーション能の評価 
H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)において濁度測定を行った。濃度 40 mg/ml における結果を Fig. 
12 に示した。測定の結果、H-(IPGVG)n-NH2 (n=7-10)はコアセルベーション能を示した 46 
(Protein Pept. Lett.に掲載済み)。ペプチド溶液の温度を 0.5ºC/min の速度で上昇させてい
くと、H-(IPGVG)n-NH2 (n=10)のペプチド溶液は 35ºC 付近で濁度が素早く上昇し、37ºC
付近で上限に達した。これは、H-(IPGVG)n-NH2 (n=10)がコアセルベートを形成し、白濁
したためである。溶液の温度を下げると、濁度はほぼ同じ曲線を描き減少した。H-
(IPGVG)n-NH2 (n=9)では、39ºC 付近で濁度が素早く上昇し、41ºC 付近で上限に達した。
H-(IPGVG)n-NH2 (n=8)及び H-(IPGVG)n-NH2 (n=7)は、それぞれ 46ºC、55ºC付近で白濁し
始めた。このように、繰り返し回数が高いほどコアセルベーションの開始温度は低かっ
た。これらのペプチドアナログはすべて低分子（Mw=4, 300以下）であるにもかかわら
ず、すべてポリマーと同等のコアセルベーションを示すことがわかった。一方、H-
(IPGVG)n-NH2 (n=1-6)に関しては 40 mg/ml ではコアセルベーションを示さなかった。H-
(IPGVG)n-NH2 (n=6)に関しては高濃度（80 mg/ml）のみにおいてコアセルベーション能
を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12. H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)における濁度測定（濃度 40 mg/ml） 
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2-4-4. CD測定による二次構造解析 
2-4-4-1. TFE溶媒中での測定：重合度毎における構造の解析 
H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)において CD測定を行った。TFE溶媒における測定の結果を Fig 
13 に示した。全体として、224 nmに負のバンドを有していた。繰り返し回数が増加す
るにつれて、224 nmの負のバンドも深くなり、H-(IPGVG)n-NH2 (n=5-10)に関しては類似
したスペクトルを示した。224 nm の負のバンドはⅡ型 β ターン構造に特徴的なバンド
であるといわれている。つまり、H-(IPGVG) n-NH2 (n=1~10)では、くり返し回数が増加す
るとⅡ型 β ターン構造の含有率が増加し、n≧5 のペプチドでは構造が類似している可
能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13. TFE溶媒中における H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の CDスペクトル（濃度 0.1 mM） 
 
 
 
 
 
 
35 
 
2-4-4-2. 濁度測定と同条件における測定：温度変化に伴う構造変化の観察 
濁度測定と二次構造との相関をより詳細に調べるために、濁度測定と同じ濃度である40 
mg/ml に調製した H-(IPGVG)n-NH2 (n=5-10)の水溶液を用いて CD測定を行った。結果を
Figure 14 に示す。n=5,10のどちらのペプチドにおいても、温度上昇にしたがいランダム
構造に特徴的な 197 nmにある負のバンドが減少する傾向が見られた。さらにⅡ型 β タ
ーン構造に特徴的な 210 nm の正のバンドと 224 nm の負のバンドが優位なスペクトル
になることが確認出来た。このことから、温度が上昇するに従いランダム構造から規則
的なⅡ型 β ターン構造へと変化することが示唆された。また、濃度 40 mg/ml において
コアセルベーション能を示さない n=5 においては、高温下である 60℃においてもラン
ダム構造に特徴的な負のバンドが観測されたことに対し、40 mg/ml においてコアセル
ベーション能を示す n=10 においては、60℃ではランダム構造は観測されず、Ⅱ型 β タ
ーン構造がより優勢となるスペクトルを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. 濁度測定と同条件で行った CD測定（40 mg/ml） 
(A) H-(IPGVG)n-NH2 (n=10)における CDスペクトル 
(B) H-(IPGVG)n-NH2 (n=  5)における CDスペクトル 
36 
 
2-4-5. FT-IR測定による二次構造解析 
H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)に対して、TFE溶媒を用いた FT-IR測定を行った。結果を Figure 
15 に示す。H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-6)は類似したスペクトルを有しており、構造が類似し
ているということが示唆された。各ペプチドに対して、1600 cm-1–1700 cm-1の範囲にお
けるバンド分解を行った。その結果、H-(IPGVG)n-NH2 (n=10)は 1619、1632、1645、1660、
1679 cm-1にピークを有する五つの成分に分解する事ができた（Fig. 16）。1620-1630 cm-1
に観測されるバンドは H-(IPGVG)n-NH2 (n=6-10)においても観測された。この範囲に含ま
れる 1619 cm-1及び 1632 cm-1のピークはそれぞれ β ターン、βシート構造に割り当てら
れている 43-45。従って、H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)は繰り返し回数が増加するにつれて β
ターン、β シート構造が増加するということが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15. H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の FT-IR測定（濃度 1 mg/ml） 
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Fig. 16. H-(IPGVG)n-NH2 (n=10)のバンド分解 
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2-5. Discussion 
第 2章では、エラスチン由来ペプチドの繰り返し回数、コアセルベーション能、分子
構造における系統的な研究を行った。以前、当研究室において VPGVG 配列からなる
様々な繰り返し配列 H-(VPGVG)n-NH2 (n=1-10)を合成し、コアセルベーション能の検討
を行った。その結果、n=10 が最低限必要な繰り返し回数ということが明らかとなった
が、濁度変化が僅かであり、構造解析を行うことが困難であった。 
 そこで本研究では、コアセルベーション能には疎水度が重要であるという報告から、
VPGVG 配列の 1 位の Val をより疎水度の高いアミノ酸 Ile に置換することでコアセル
ベーション能を高めたペンタペプチドアナログを設計した。その後、①繰り返し回数と
自己集合能の関係、②自己集合性ペプチドの二次構造の特徴の検討を行った。以下にそ
れぞれの考察を記す。 
 
2-5-1. 重合度と自己集合能の関係 
Ile に置換した H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)を合成し、濁度測定によりそのコアセルベー
ション能を調べた。その結果、濃度 40 mg/ml において(IPGVG)n (n=7–10)が(VPGVG)n 
(n>40)と同等なコアセルベーションを示した(Fig. 12)。(IPGVG)n (n=6)に関しては高濃度
(80 mg/ml)においてのみコアセルベーションを示した。一方、同じ濃度 40 mg/ml におい
て、(VPGVG)10では非常に弱い濁度変化(吸光度 0.1)しか示さなかった 39。つまり、同じ
鎖長である(IPGVG)10だけでなく、さらに鎖長が短い(IPGVG)7においても(VPGVG)10よ
り強いコアセルベーション能を有する事が明らかとなった。コアセルベーションには分
子間及び分子内における疎水性相互作用が重要である 26-32。Ile の側鎖「-CH(CH3)-CH2-
CH3」は Valの側鎖「-CH-(CH3)2」の側鎖にメチレン基が１つ付加された構造であり疎水
度が高く、ペプチド全体の疎水度も高くなる。実際、HPLC により(IPGVG)配列と
(VPGVG)配列のペプチドの疎水度を比較した結果、同じ鎖長ではすべて(IPGVG)の溶出
時間が遅い、つまり疎水度が高いということが示された(Table 6, Fig. 11)。また、
(VPGVG)10の溶出時間は 39.0±0.05 min であることに対し(IPGVG)7では 42.1±0.06 min
であり、(IPGVG)7 は(VPGVG)10 よりも疎水度が高いことがわかった。このことから、
(IPGVG)7 が(VPGVG)10 よりも鎖長が短いにもかかわらず強いコアセルベーションを示
した理由は、分子自身の疎水度が高いからであると示唆された。この結果は、コアセル
ベーション能には疎水度が重要であるというポリペプチドにおける一般的な報告とも
一致する 26-31。 
 
2-5-2. 自己集合性ペプチドの二次構造の特徴 
次に、コアセルベーション能と構造の相関を調べるため、つまり、(IPGVG)配列にお
いてコアセルベーション能を示すペプチドと示さないペプチドにおいて、構造的にどの
ような違いがあるのかを調べる目的で、CD 測定及び FT-IR 測定による二次構造解析を
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行った。CD 測定や FT-IR 測定はタンパク質やペプチドの二次構造解析で一般的に用い
られる手法である。ここでは、より正確なデータを得るために両方の測定を行った。ま
ず、TFE溶媒中における測定の結果について記す。TFE溶媒はペプチドの規則的な構造
を安定化させる溶媒として、タンパク質及びペプチドの構造解析において広く用いられ
ている 47-49。TFE中における CD測定では、(IPGVG)n (n=2-10)は II型 β ターン構造に特
徴的な 224 nmにおける強い負のバンドが確認され、ペプチドの繰り返し回数が増える
につれてバンド強度も増加した(Fig. 13)。つまり、ペプチドの鎖長が長いほど II型 β タ
ーン構造の含有量が多くなる事が示唆された。特に、(IPGVG)n (n=5–10)における CDス
ペクトルはポリペンタペプチド(VPGVG)n (n>40)と非常に類似したスペクトルを示した
ため 29、単一分子の構造が非常に類似しているという事が示唆された。続いて、TFE溶
媒中における FT-IR測定を行った。その結果、(IPGVG)n (n=6–10)が類似したスペクトル
を示したため、類似した二次構造を有しているということが示唆された(Fig. 15)。FT-IR
により得られたスペクトルのバンド分解を行ったところ β ターン構造を含む β 構造が
多い結果となり(Fig. 16)、CD測定との相関が得られた。ここまでの FT-IR測定と CD測
定の結果から、重合度が増加するにつれ II 型 β ターン構造の含有率が増加し、さらに
n≧5 のペプチドでは類似した構造を持つということが示唆された。そこで、コアセル
ベーションと構造の相関をより詳細に調べるために、類似した構造を持つと示唆された
n≧5のペプチドにおいて、濁度測定と同様の濃度である 40 mg/ml における CD測定を
行った(Fig. 14)。その結果、40 mg/ml においてコアセルベーションを示した n=10 と示
さなかった n=5はいずれも低温では 197 nmに大きな負のバンドを持ち、ランダム構造
が優勢であった。しかし、n=10 では温度を上昇させるとランダム構造が減少し、高温
（≥50°C）では II型 β ターン構造が優勢となったが、n=10では降温下（60°C）でもラン
ダム構造を示していた。これらの CD測定及び FT-IR測定の結果から、コアセルベーシ
ョン特性を示すペプチドは示さないペプチドと比較して、II型 β ターン構造を含んだよ
り規則的な構造を持つことが示唆された。さらに、これらのペプチドは温度変化により
構造が変化し、濁度測定と同等の条件では高温下において II 型 β ターン構造が優勢と
なることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
40 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第３章 
フェニルアラニン含有自己集合性ペプチドの開発 
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3-1. Introduction 
第 2章では、エラスチン由来ペプチドの繰り返し回数とコアセルベーション能の相関
に関する検討を行った。基本配列である H-(VPGVG)n-NH2 (n=1-10)では n=10 においての
み弱いコアセルベーション能を示したが、一位の Val を Ile に置換した H-(IPGVG)n-NH2 
(n=1-10)では n=7 において強いコアセルベーション能を示した。このように、１位のア
ミノ酸をより疎水度の高い Ile に置換することで短い配列でもコアセルベーション能を
示す事が明らかとなった。この結果から、VPGVG の 1 位の Val をさらに疎水度の高い
アミノ酸であるに置換することで、より短い配列においてもコアセルベーション能を示
すことが期待される。エラスチン由来ポリペプチド poly(VPGVG)はコアセルベーショ
ンを示すためにバイオマテリアルへの応用が期待されているが、工業的な利用の際に作
製の時間とコストが懸念される。そこで、コアセルベーションを示すより短いペプチド
が求められる。 
第３章では、VPGVG の 1 位の Val を Ile よりもさらに疎水度の高い Phe に置換した
H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)を作製し、コアセルベーション能を調べた。また、これらのペ
プチドに対して CD測定による二次構造解析を行った。 
 
3-2. Materials 
「2-2. Materials (14 p)」に記載した項目に加え、以下の試薬を使用した。 
Fmoc-Phe-OH    (MW:387.44)  渡辺化学工業株式会社 
Sep-Pak® C18 Cartridges          Waters 
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3-3. Methods 
3-3-1. ペプチドの設計 
第 2 章では、基本となる(VPGVG)配列の 1 位の Val を Ile に置換した H-(IPGVG)n-NH2 
(n=1-10)を作製した。ここでは、１位の Val を Ile よりもさらに疎水度の高い Pheに置換
した H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)を作製した。Phe は側鎖にベンジル基を持つ芳香族アミノ
酸である。以前 Urry らは、(VPGVG)配列の４位の Val を Ile、Phe に置換したポリペプ
チドのコアセルベーション能の検討を行っている。その結果、Ile 含有ペプチドよりも
Phe 含有ペプチドのコアセルベーション能が向上した 26-28。これはペプチド全体の疎水
度が向上したからである。よって、今回作製した H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)においてもコ
アセルベーション能の向上が期待される。以下に、第 3章でデザインしたペプチドを示
した（Table 7）。 
 
Table 7. エラスチン由来 Phe含有短鎖ペプチドの設計 
 
 
 
 
 
 
 
 
※第３章で新たに設計したペプチドを赤色で示した。 
 
 
3-3-2. Phe 含有ペンタペプチド(FPGVG)n (n=1-10)のペプチド合成 
ペプチド合成は第 2 章と同様の方法で行った。スケールは 0.1 mmol で行った。Table 7
に示したペプチドは、3%酢酸に溶解させることが困難であるため、有機溶媒に溶解さ
せ、Sep-Pak®カラムを用いた固相抽出により粗精製を行った。HPLC の純度確認の結果
より溶出液の組成を算出し、ペプチドをカラムに吸着させる溶媒を溶出液①、カラムか
ら溶出させる溶媒を溶出液②とした。各ペプチドの溶出液①、②の組成は Table 8 に示
した。溶出液②で溶出したペプチドをファルコンチューブに回収し、凍結乾燥した。凍
結乾燥後のペプチドを HPLCにより純度を確認した。 
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Table 8. Sep-pak®を用いた粗精製を行う際に使用した溶出液の割合 
ペプチド 
溶出液① 
Solution A：Solution B 
溶出液② 
Solution A：Solution B 
H-(FPGVG) 4 -NH 2  75：25 50：50 
H-(FPGVG) 5 -NH 2 70：30 50：50 
H-(FPGVG)6-10-NH2 65：35 45：55 
 
 Solution A： 5% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 
 Solution B：95% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 
 
3-3-3. 合成ペプチドの精製方法及び純度確認、疎水度の評価方法 
精製、純度確認、疎水度の評価はすべて第 2章と同様の方法で行った。 
 
3-3-4. 濁度測定 
すべてのペプチドにおいて、濁度測定は第 2章と同様の方法で行った。各ペプチドを調
製した濃度を Table 9に示した。 
 
Table 9. H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)の濁度測定における濃度調製 
ペプチド 
濃度（mg/ml） 
1 2 3 5 10 15 20 30 40 50 60 70 100 
H-(FPGVG)1-3-NH2 － － － － － － － － － ◯ － － ◯ 
H-(FPGVG)4-NH2 － － － － － － ◯ ◯ ◯ ◯ ◯ ◯ － 
H-(FPGVG)5-NH2 － － － － ◯ － ◯ ◯ ◯ ◯ － － － 
H-(FPGVG)6-NH2 － － － ◯ ◯ ◯ ◯ － － － － － － 
H-(FPGVG)7-NH2 － － － ◯ ◯ － － － － － － － － 
H-(FPGVG)8-NH2 ◯ ◯ ◯ － － － － － － － － － － 
H-(FPGVG)9-NH2 ◯ ◯ ◯ － － － － － － － － － － 
H-(FPGVG)10-NH2 ◯ ◯ ◯ － － － － － －   － － 
◯：調製可能  －：未調整 
 
3-3-5. CD測定 
円二色性分散計(JASCO:J-725)を用いて Phe 含有エラスチン由来ペプチドの CD スペク
トル測定を行った。H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)を 0.1 mM に調製し、波長範囲 200-250 nm、
室温（25ºC）、溶媒には TFEを用いて測定を行った。さらに、温度変化による構造の違
いを観測するため、H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)を濁度測定と同じ濃度に調製し、溶媒には水
を用い、温度範囲 5ºC -40ºC において 5ºCずつ温度を上昇させ測定を行った。それぞれ
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の条件を Table 10A, Bに示した。 
 
Table 10A. TFE 中における CD測定の条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 10B. 水中における CD測定の条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
試料 H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5) 
溶媒 TFE 
濃度 0.1 mM 
温度 室温(25ºC) 
波長 200-250 nm 
セル長 1.0 mm 
試料 H-(FPGVG)n-NH2 (n=5) 
溶媒 水 
濃度 40 mg/ml 
温度 5ºC - 40ºC 
波長 190 - 260 nm 
セル長 0.01 mm 
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3-4. Results 
3-4-1. 合成ペプチドの純度確認及び収量・収率 
H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)における粗精製後の収量、収率及び分子量測定の結果を Table 
11 に、HPLCによる精製後の分析結果を Fig 17 に示した。すべてのペプチドにおいて、
解析に必要な量を十分に量確保することができた。また、ほぼ単一なメインピークが検
出され、高純度なペプチドが得られたことが確認できた。 
 
Table 11. H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)の収量、収率及び分子量測定 
配列 
繰り返し
回数(n) 
収量 (mg) 収率 (%) 
MS analysis 
Calc. (m/z) 
[M + H]+ 
Found (m/z) 
[M + H]+ 
H-(FPGVG)1-NH2 1 38.6 69.9 475.56 475.99 
H-(FPGVG)2-NH2 2 80.0 80.6 933.09 932.68 
H-(FPGVG)3-NH2 3 79.3 53.4 1390.62 1390.45 
H-(FPGVG)4-NH2 4 106.9 54.6 1848.15 1848.64 
H-(FPGVG)5-NH2 5 196.9 81.4 2305.67 2305.52 
H-(FPGVG)6-NH2 6 227.3 79.0 2763.20 2762.0 
H-(FPGVG)7-NH2 7 186.6 55.8 3220.73 3221.38 
H-(FPGVG)8-NH2 8 295.6 78.0 3678.26 3678.04 
H-(FPGVG)9-NH2 9 204.8 48.3 4135.79 4133.0 
H-(FPGVG)10-NH2 10 257.0 54.6 4593.31 4253.0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17. H-(FPGVG)n-NH2の精製後における分析 (A) n=1 
 
 
(A) 
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Fig. 17. H-(FPGVG)n-NH2の精製後における分析 (B) n=2 (C) n=3 (D) n=4 (E) n=5 
(B) 
(C) 
(D) 
(E) 
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Fig. 17. H-(FPGVG)n-NH2の精製後における分析 (F) n=6 (G) n=7 (H) n=8 (I) n=9 
(F) 
(G) 
(H) 
(I) 
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Fig. 17. H-(FPGVG)n-NH2の精製後における分析 (J) n=10 
 
 
 
3-4-2. 合成ペプチドにおける疎水度の評価 
FPGVG配列の疎水度を調べるために、 HPLCを用いてリテンションタイム（溶出時間）
の測定を行った。Table 12 に各ペプチドの溶出時間を示した。比較の為に、VPGVG 配
列と IPGVG配列の溶出時間も同時に示した。FPGVG配列では、VPGVG、IPGVGにお
いても観測されたように、繰り返し回数が増えるにつれて溶出時間も増加した。また Fig. 
18 から、同じ鎖長のペプチドを比較すると FPGVG配列は VPGVG、IPGVG配列よりも
すべての鎖長において溶出時間が遅い事がわかった。つまり、同じ鎖長では FPGVG配
列は VPGVG、IPGVG配列よりも疎水度が高いことが示唆された。 
 
Table 12. HPLCにより求めた各種ペプチドの溶出時間 
Repeat 
number (n) 
溶出時間 (min) 
(VPGVG)n (IPGVG)n (FPGVG)n 
1  8.34 ± 0.08 11.5 ± 0.09 14.7 ± 0.09 
2 18.7      ± 0.08 23.4 ± 0.08 26.6 ± 0.09 
3 24.7     ± 0.08 30.0 ± 0.08 33.2 ± 0.09 
4 28.5      ± 0.07 34.4 ± 0.08 37.6 ± 0.08 
5 31.4      ± 0.07 37.6 ± 0.08 40.7 ± 0.07 
6 33.5      ± 0.07 40.1 ± 0.07 43.2 ± 0.07 
7 35.3      ± 0.06 42.1 ± 0.06 45.2 ± 0.07 
8 36.7      ± 0.06 43.8 ± 0.06 46.8 ± 0.07 
9 38.0      ± 0.06 45.2 ± 0.06 48.3 ± 0.06 
10 39.0      ± 0.05 46.4 ± 0.05 49.4 ± 0.06 
 
(J) 
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Fig. 18. H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)の溶出時間 
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3-4-3. 濁度測定によるコアセルベーション能の評価 
H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)において濁度測定を行った。H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)の濃度
40 mg/ml における結果を Fig. 19Aに示した。H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)では、H-(FPGVG)n-
NH2 (n=5)のみがコアセルベーション能を示した 50 (Protein Pept. Lett.に掲載済み)。ペプ
チド溶液の温度を 0.5ºC/min の速度で上昇させていくと、ペプチド溶液は 25ºC付近で濁
度が素早く上昇した。濁度は 30ºC 付近で上限に達した。溶液の温度を下げると、濁度
は減少した。H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)とH-(VPGVG)n-NH2 (n=10)を比較すると、H-(FPGVG)n-
NH2 (n=5)は半分の残基数にも関わらず、より高いコアセルベーション特性を示した(Fig. 
19B)。対照的に、H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-4)は 40 mg/ml において 93ºC まで温度を上昇さ
せても濁度は変化せず、コアセルベーションを示さなかった。しかし、H-(FPGVG)n-NH2 
(n=4)に関しては、ペプチド溶液の濃度を高濃度（70 mg/ml）に調製すると 38ºC付近か
ら濁度が上昇し始めた。一方、H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-3)は 100 mg/ml まで濃度を上げて
も全く濁度は変化しなかった。これらのことから、H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)では、H-
(FPGVG)n-NH2 (n=5)が非常に強いコアセルベーション特性を有しており、H-(FPGVG)n-
NH2 (n=4)は高濃度下においてのみ濁度上昇を示すという弱いコアセルベーション特性
を有することが明らかとなった。一方、H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-3)に関してはコアセルベ
ーション特性を有していないということが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 19. H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)における濁度測定（濃度 40 mg/ml） 
(A)繰り返し回数毎における自己集合能 
(B) H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)と H-(VPGVG)n-NH2 (n=10)の比較（濃度 40 mg/ml） 
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3-4-4. CD測定による二次構造解析 
3-4-4-1. TFE溶媒中での測定：重合度毎における構造の解析 
H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)において CD測定を行った。TFE溶媒における測定の結果を Fig 
20 に示す。その結果、H-(FPGVG)n-NH2 (n=3-5)は非常に類似したスペクトルを示し、類
似した構造を有していることが示唆された。H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の CDスペクトル
と同様に、224 nm付近に負のバンドが観測されたが、僅かに高波長側にシフトした 230 
nm を中心とするバンドであった。芳香族アミノ酸は CD スペクトルに影響を与えると
報告されている 51-53。そのため二次構造の正確な割り当ては出来なかったが、今回の結
果から H-(FPGVG)n-NH2 (n=3-5)が類似した構造を有しているという事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 20. TFE溶媒中における H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)の CDスペクトル（濃度 0.1 mM） 
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3-4-4-2. 濁度測定と同条件における測定：温度変化に伴う構造変化の観察 
濁度測定と同様の濃度である 40 mg/ml に調製した H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)を用いて 5ºC-
40ºCにおける CD測定を行った(Fig. 21)。Figure 21 より、197 nm、220 nm、235 nmにそ
れぞれ特徴的なスペクトルが観察された。低温（5ºC）ではランダム構造に特徴的な 197 
nmの負のスペクトルが明確に観測された。温度を 5ºC-25ºCに増加させると、温度上昇
に伴う負のバンドの減少が観察された。このことより、温度上昇に伴いランダム構造の
減少が示唆された。さらに、H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)は濃度 40 mg/ml において 25ºCより
自己集合能を示すため、25℃以上のスペクトルではランダム構造は観察されずスペクト
ルは一致していた。また、220 nm付近の正のバンドも、5ºC -25ºCにおける温度変化に
応じて減少した。Phe 含有ペプチドでは二次構造の割り当てが困難であるが、H-
(FPGVG)n-NH2 (n=5)の CDスペクトルはコアセルベーションの温度依存性に類似した温
度依存的な構造変化を示すことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 21. 濁度測定と同条件で行った H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)の CDスペクトル 
（濃度 40 mg/ml） 
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3-5. Discussion 
第 2 章では、VPGVG の 1 位の Val を疎水度の高い Ile に置換する事でコアセルベー
ションが促進された。H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)では、n=7において強いコアセルベーシ
ョン能を示した。この結果から第 3 章では、VPGVG の 1 位の Val をさらに疎水度の高
いアミノ酸に置換することで、より短い配列でもコアセルベーションを示すことができ
ると予測し設計を行った。すなわち、1位の Valを Phe に置換した H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-
10)を合成しコアセルベーション能の検討を行った。 
 
3-5-1. 重合度と自己集合性ペプチドの関係 
まず、(IPGVG)では自己集合能を示さない繰り返し回数である n=1-5 を用いて 40 
mg/ml の濃度における検討を行った。その結果、(IPGVG)では自己集合能を示さなかっ
た n=5 が 40 mg/ml の濃度において自己集合能を示すことが確認できた。この結果より
H-(FPGVG)n-NH2の自己集合能を有する繰り返し回数は、濃度 40 mg/ml においては n≧5
であることが示唆された。さらに、濃度を 70 mg/ml に上げて自己集合能を調べたとこ
ろ、n≧4 で自己集合能を示しが、n≦3 に関しては濃度 100 mg/ml の高濃度でも自己集
合能を示さなかった。これらの結果より、H-(FPGVG)n-NH2において、十分な自己集合能
を有する繰り返し回数は n≧5であることが示唆された。 
ここまでの検討において、(VPGVG)の 1 位の Val を Ile、Phe に置換した(IPGVG)、
(FPGVG)のコアセルベーション能は、どちらも(VPGVG)よりも著しく促進される結果と
なった。特に、40 mg/ml における(FPGVG)5、(IPGVG)7の濁度開始温度はそれぞれ 25ºC、
55ºC であり、より短い配列である(FPGVG)5 の方が開始温度は早かった。さらに、
(FPGVG)5、(IPGVG)7の溶出時間はそれぞれ 40.7±0.07、42.1±0.06 であり、これは(IPGVG)7
の方が(FPGVG)5 よりも疎水度が高いということを示している。一般的に、コアセルベ
ーションに影響をあたえるファクターは疎水性相互作用である。しかし今回の結果から、
疎水性相互作用に加えて、π/π 相互作用あるいは CH/π 相互作用など芳香環由来のファ
クターも働き、コアセルベーション能を促進させている可能性が示唆された。 
 
3-5-2. 自己集合性ペプチドの二次構造の特徴 
次に、H-(FPGVG)n-NH2 におけるコアセルベーションと二次構造の関連を調べる目的
で CD 測定を行った。TFE 溶媒中での測定により、繰り返し回数（n）と二次構造の関
係を調べたところ、H-(FPGVG)n-NH2では繰り返し回数（n）に依存してスペクトルが変
化、つまり構造が変化していることが観測された。さらに、n≧3ではスペクトルが類似
していることから、類似した二次構造を有している事が確認された。自己集合能の検討
結果では、n=4 は高濃度（70 mg/ml）ではあるが自己集合能示した事に対し、n=3 はさ
らに高濃度である 100 mg/mlにおいても自己集合を示さなかった。それにもかかわらず、
構造解析では n≧3 は類似した構造を有しているという結果になり、TFE を用いた CD
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測定では濁度測定と完全な相関を得ることができなかった。また、この傾向は(IPGVG)
配列においても観測された。さらに(FPGVG)では芳香環を含んでいるため、正確な二次
構造を割り当てる事ができなかった 52, 53。これらのことより、自己集合を示すペプチド
は何らかの構造をとることが考えられるが、構造をとることが自己集合能を示すことの
十分条件ではないことが示唆された。 
さらに、自己集合能と二次構造の相関を得るために、濃度 40 mg/ml において自己集
合能を示した H-(FPGVG)5-NH2を用いて、同条件における CD測定を行った。その結果、
温度を 5ºCから 25ºCまで上昇させると、ランダム構造に特徴的な 197 nm付近の負のバ
ンドが減少していく様子が確認された。H-(FPGVG)5-NH2は 25ºCまではコアセルベーシ
ョン能を示さないので、この変化はペプチド由来だといえる。また、220 nmにおける正
のバンドも温度変化と共に減少した。さらに、自己集合開始温度である 25ºC 以上では
類似したスペクトルを示しており、温度上昇に伴い自己集合開始温度を境に不規則な構
造から規則的な構造へと変化していることが示唆された。これらの結果は、(IPGVG)を
用いた水中での CD 測定とは異なる結果であった。(IPGVG)の CD 測定の結果では、温
度上昇に伴いランダム構造が減少し、II 型 β ターン構造優勢となることが観察された。
(FPGVG)と(IPGVG)のスペクトルの相違は、(FPGVG)に含まれる芳香族アミノ酸 Phe の
影響であることが考えられる。これらの観測は他で報告された Phe 含有エラスチン由来
ペプチド(GFGVPGFGVPGFGVP)の結果とも類似していた 53。この報告においても、ペ
プチドを 5ºC-95ºC まで変化させると温度上昇に伴い 198nm 及び 218 nm のバンド強度
が減少している(濃度：150 μM、溶媒：リン酸緩衝液)。しかし、観察されたスペクトル
はランダム構造や β ターンの影響によるものだけではなく、Phe 側鎖の芳香環の影響も
考えられると報告されており、明確な二次構造は示されていなかった。 
第 3章では、Phe含有エラスチ由来ペンタペプチドが、僅か 25残基（n=5）であるに
も関わらずエラスチン由来ポリペプチド poly(VPGVG)と同等のコアセルベーション能
を示した。Poly(VPGVG)はコアセルベーションを示すためにバイオマテリアルへの応用
が期待されているが、そのほとんどがポリペプチドであり工業的な利用の際に作製の時
間とコストが懸念される。そこで、より短いペプチドでコアセルベーションを示すこと
が可能なペプチドが求められる。本研究で開発した短鎖ペプチド(FPGVG)5 は十分なコ
アセルベーション能を有しているため、ポリペプチドに代わる素材としての利用が期待
される。 
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第４章 
芳香族アミノ酸を導入した短鎖自己集合性 
ペプチドの開発 
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4-1. Introduction 
第 2 章、第 3 章において、VPGVG 配列の 1 位の Val をより疎水度の高いアミノ酸に
置換する事で短い配列においてもコアセルベーションを示す事が明らかとなった。特に、
Phe に置換した FPGVG 配列では僅か 25 残基から成る n=5 において poly(VPGVG)と同
等のコアセルベーション能を示した。一方、HPLCによりペプチドの疎水度を調べたと
ころ、IPGVG、FPGVG のいずれにおいても同じ繰り返し回数ではコアセルベーション
能の強さとペプチドの疎水度の強さには相関が得られた。しかし、(FPGVG)5は(IPGVG)7
よりも疎水度が低いにも関わらず、強いコアセルベーション能を示した。これは、芳香
族アミノ酸を含む FPGVG配列が、疎水度に加えて別の相互作用が起こりコアセルベー
ション能を促進させていることを示唆している。 
 これらの結果より第 4章では、コアセルベーション能に対する芳香族アミノ酸の影響
を調べる目的で、第 3章で作製した(FPGVG)配列に加え、芳香族アミノ酸 Trp, Tyrをそ
れぞれ含んだペプチド(WPGVG), (YPGVG)を作製し、コアセルベーション能及び二次構
造の比較を行った。 
 
4-2. Materials 
「3-2. Materials (36 p)」に記載した項目に加え、以下の試薬を使用した。 
Fmoc-Tyr(tBu)-OH (MW:459.53)  渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-Trp(Boc)-OH (MW:526.59)  渡辺化学工業株式会社 
EDT       東京化成工業株式会社 
チオアニソール     東京化成工業株式会社 
 
4-3. Methods 
4-3-1. ペプチドの設計 
第 3 章では、基本となる(VPGVG)配列の 1 位の Val を Phe に置換した H-(FPGVG)n-NH2 
(n=1-10)を作製した。ここでは、コアセルベーションに対する芳香環の影響を調べるた
めに、芳香族アミノ酸 Trp (W), Tyr (Y)を含んだ(WPGVG)n (n=1-5)、(YPGVG)n (n=1-5)を
合成した。Trp は側鎖にインドール環を持つ疎水性アミノ酸であり、疎水度は Pheより
も高い。一方 Tyrは側鎖が Pheと類似しているが、ベンゼン環に水酸基が付加した親水
性のアミノ酸である。よって、FPGVG 配列を基準とすると、WPGVG 配列はコアセル
ベーション能が促進し、YPGVG配列では弱くなることが推測される。以下に、第 4章
でデザインしたペプチドを示した（Table 13）。 
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Table 13. 芳香族アミノ酸を含有したエラスチン由来ペプチドアナログの設計 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
※第４章で新たに設計したペプチドを赤色で示した。 
 
4-3-2. 芳香環含有ペプチド(XPGVG)n (n=1-5) (X=W, Y)のペプチド合成 
ペプチド合成は第 2章と同様の方法で行った。合成スケールは Table 14に示した。脱
樹脂は、側鎖保護基による副反応を防ぐために、以下の方法で行った。 
〈Reagent K による脱樹脂〉 
側鎖に保護基のあるアミノ酸 Tyr(tBu)及び Trp(Boc)を含んだ配列の脱樹脂については、
遊離した側鎖による副反応を抑えるために Reagent K（82.5%TFA、5%水、5%フェノー
ル、5%チオアニソール、2.5%EDT）を用いて脱樹脂を行った。ペプチドの導入が終了し
た樹脂に Reagent K (3 ml)を加え室温で 1時間 30分撹拌した後、冷却したジエチルエー
テルを加え、ペプチドを沈殿させた。その後遠心機（5 min/4ºC/3000 rpm）にかけ、分離
させ上清を除いた。その後、冷エーテルでの洗浄、遠心分離の操作を 3回行った。上清
を除去し、沈殿したペプチドは水及び Solution B (95%CH3CN/0.1%TFA)を加え溶解した
後、凍結乾燥を行った。目的物のペプチドが含まれていることを確認する為、凍結乾燥
後の試料を少量エッペンに取り、HPLC により純度を調べ、MALDI TOF-MS を用いて
質量分析を行った。 
 
Table 14. 第４章で合成したペプチドの合成スケール 
ペプチド スケール 
H-(YPGVG)n-NH2  (n=3-4)     0.2 mmol × 1/3 
H-(YPGVG)n-NH2 (n=1, 2, 5) 0.1 mmol 
H-(WPGVG)n-NH2 (n=1- 5) 0.1 mmol 
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＜ペプチドの粗精製＞ 
作製したペプチドはすべて、Sep-Pak®カラムを用いた固相抽出法により粗精製を行った。
第３章と同様に HPLCの純度確認の結果から溶出液の組成を算出し、ペプチドをカラム
に吸着させる溶媒を溶出液①、カラムから溶出させる溶媒を溶出液②とした(Table 15)。
溶出液②で溶出したペプチドをコニカルチューブに回収し、凍結乾燥した。凍結乾燥後
のペプチドを HPLCにより純度を確認した。 
 
Table 15. Sep-pak®を用いた粗精製を行う際に使用した溶出液の割合 
ペプチド 
溶出液① 
Solution A：Solution B 
溶出液② 
Solution A：Solution B 
H-(YPGVG) 1-NH 2  95： 5 85：15 
H-(YPGVG) 2-NH 2 90：10 75：25 
H-(YPGVG) 3-NH 2 85：15 70：30 
H-(YPGVG) 4-NH 2 85：15 70：30 
H-(YPGVG) 5-NH 2 80：20 60：40 
H-(WPGVG)1-NH2 90：10 75：25 
H-(WPGVG)2-NH2 80：20 70：30 
H-(WPGVG)3-NH2 75：25 55：45 
H-(WPGVG)4-NH2 70：30 50：50 
H-(WPGVG)5-NH2 70：30 50：50 
 
 Solution A： 5% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 
 Solution B：95% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 
 
 
4-3-3. 合成ペプチドの精製方法及び純度確認、疎水度の評価方法 
精製、純度確認、疎水度の評価はすべて第 2章と同様の方法で行った。 
 
 
4-3-4. 濁度測定 
すべてのペプチドにおいて、濁度測定は第 2章と同様の方法で行った。各ペプチドを調
製した濃度を Table 16に示した。 
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Table 16A. H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)の濁度測定における濃度調製 
ペプチド 
濃度（mg/ml） 
30 40 50 60 70 100 
H-(YPGVG)1-3-NH2 － － － － － ◯ 
H-(YPGVG)4-NH2 － － － － ◯ ◯ 
H-(YPGVG)5-NH2 ◯ ◯ ◯ ◯ ◯ － 
◯：調製可能  ✕：調製不可能  －：未調整 
 
 
Table 16B. H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)の濁度測定における濃度調製 
ペプチド 
濃度（mg/ml） 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20 30 100 
H-(WPGVG)1,2-NH2 － － － － － － － － － － － － ◯ 
H-(WPGVG)3-NH2 － － － － － － － － － － ◯ ◯ － 
H-(WPGVG)4-NH2 － － － － ◯ ◯ ◯ ◯ ✕ ✕ － － － 
H-(WPGVG)5-NH2 ◯ ◯ ✕ ✕ ✕ － － － － － － － － 
◯：調製可能  ✕：調製不可能  －：未調整 
 
 
4-3-5. CD測定 
円二色性分散計（JASCO:J-725）を用いて Phe、Tyr、Trp 含有エラスチン由来ペプチドの
CD スペクトル測定を行った。H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-
(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)を濃度 0.1 mg/ml に調製し、波長 190-250 nm、温度 25ºC、溶媒に
は TFEを用いて測定した（Table 17A）。さらに、温度変化による構造の違いを観測する
ため、各ペプチドを濃度 0.1mg/ml に調製し、溶媒に水を用い、温度範囲 10ºC -60ºCに
おいて測定を行った（Table 17B）。 
 
 
Table 17A. TFE 中における CD測定の条件 
 
 
 
 
 
 
 
試料 H-(XPGVG)n-NH2 (n=1-5) (X=F, Y, W) 
溶媒 TFE 
濃度 0.1 mg/ml 
温度 室温(25ºC) 
波長 190-250 nm 
セル長 1.0 mm 
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Table 17B. 水中における CD測定の条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
試料 H-(XPGVG)n-NH2 (n=1-5) (X=F, Y, W) 
溶媒 水 
濃度 0.1 mg/ml 
温度 10ºC - 60ºC 
波長 190 - 250 nm 
セル長 1.0 mm 
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4-4. Results 
4-4-1. (XPGVG)n (n=1-5) (X=W, Y)の純度確認及び収量・収率 
H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)における粗精製後の収量、収率及び
分子量測定の結果を Table 18に示した。HPLCによる精製後の分析結果は、H-(WPGVG)n-
NH2 (n=1-5)を Fig. 22に、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)を Fig. 23 示した。すべてのペプチド
において、解析に必要な量を十分に量確保することができた。また、ほぼ単一なメイン
ピークが検出され、高純度なペプチドが得られたことが確認できた。 
 
 
 
Table 18. H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-10)の収量、収率及び分子量測定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
配列 
繰り返し
回数(n) 
収量 (mg) 収率 (%) 
MS analysis 
Calc. (m/z) 
[M + H]+ 
Found (m/z) 
[M + H]+ 
H-(WPGVG)1-NH2 1 40.2 64.1 514.60 514.40 
H-(WPGVG)2-NH2 2 72.8 64.8 1011.17 1011.34 
H-(WPGVG)3-NH2 3 116.9 72.1 1507.73 1507.88 
H-(WPGVG)4-NH2 4 160.6 75.9 2004.30 2003.33 
H-(WPGVG)5-NH2 5 188.6 72.2 2500.86 2500.30 
H-(YPGVG)1-NH2 1 88.4 100.0 491.56 491.07 
H-(YPGVG)2-NH2 2 101.1 93.4 965.09 965.71 
H-(YPGVG)3-NH2 3 97.5 94.2 1438.62 1438.08 
H-(YPGVG)4-NH2 4 114.2 84.6 1912.15 1911.60 
H-(YPGVG)5-NH2 5 212.30 85.0 2385.67 2384.52 
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(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22. H-(WPGVG)n-NH2の精製後における分析 (A) n=1 (B) n=2 (C) n=3 (D) n=4 
(B) 
(C) 
(D) 
63 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22. H-(WPGVG)n-NH2の精製後における分析 (E) n=5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 23. H-(YPGVG)n-NH2の精製後における分析 (A) n=1 (B) n=2 
(E) 
(A) 
(B) 
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Fig. 23. H-(YPGVG)n-NH2の精製後における分析 (C) n=3 (D) n=4 (E) n=5 
 
 
 
 
 
 
(C) 
(D) 
(E) 
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4-4-2. 合成ペプチドにおける疎水度の評価 
WPGVG 配列、YPGVG 配列の疎水度を調べるために、HPLC を用いてリテンション
タイム（溶出時間）の測定を行った。Table 19 に各ペプチドの溶出時間を示した。比較
の為に、VPGVG 配列と IPGVG 配列、FPGVG 配列の溶出時間も同時に示した。また、
Fig. 24は芳香環を含む FPGVG、YPGVG、WPGVG配列の疎水度を比較したグラフ、Fig. 
25 はすべてのペプチドの疎水度の比較を行ったグラフである。WPGVG 配列、YPGVG
配列のいずれにおいても、繰り返し回数が増えるにつれ溶出時間も増加した。また、Fig. 
24 から、芳香族アミノ酸を有するペプチドにおいても、同じ鎖長のペプチドを比較す
るとWPGVG、FPGVG、YPGVG配列の順で疎水度が高い事が示唆された。さらに、Fig. 
25 から、すべてのペプチドを比較すると、疎水度は WPGVG、FPGVG、IPGVG、VPGVG、
YPGVGの順で高いという傾向がみられた。 
 
Table 19. 各合成ペプチドにおける溶出時間 
Repeat 
number (n) 
溶出時間 (min) 
(VPGVG)n (IPGVG)n (FPGVG)n (YPGVG)n (WPGVG)n 
1  8.34 ± 0.08 11.5 ± 0.09 14.7 ± 0.09 10.2 ± 0.09 16.9 ± 0.10 
2 18.7      ± 0.08 23.4 ± 0.08 26.6 ± 0.09 18.6 ± 0.09 29.0 ± 0.10 
3 24.7     ± 0.08 30.0 ± 0.08 33.2 ± 0.09 23.5 ± 0.09 35.0 ± 0.09 
4 28.5      ± 0.07 34.4 ± 0.08 37.6 ± 0.08 26.7 ± 0.09 39.2 ± 0.09 
5 31.4      ± 0.07 37.6 ± 0.08 40.7 ± 0.07 29.0 ± 0.09 42.2 ± 0.08 
6 33.5      ± 0.07 40.1 ± 0.07 43.2 ± 0.07   
7 35.3      ± 0.06 42.1 ± 0.06 45.2 ± 0.07   
8 36.7      ± 0.06 43.8 ± 0.06 46.8 ± 0.07   
9 38.0      ± 0.06 45.2 ± 0.06 48.3 ± 0.06   
10 39.0      ± 0.05 46.4 ± 0.05 49.4 ± 0.06   
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Fig. 24. FPGVG、YPGVG、WPGVG配列の溶出時間 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 25. すべてのエラスチン由来ペプチドの溶出時間 
 
 
 
67 
 
4-4-3. 濁度測定によるコアセルベーション能の評価 
芳香族アミノ酸を含んだ H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-
(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)において濁度測定を行った。Trp 含有ペンタペプチド H-
(WPGVG)n-NH2 (n=1-3)の結果を Figure 26に示した。H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)は 30 mg/ml
において、僅か 15 残基のペプチドにもかかわらずコアセルベーション特性を示した 54 
(J. Pept. Sci.に採択済み)。ペプチド溶液の温度を 0.5ºC/min の速度で上昇させていくと、
ペプチド溶液は 7ºC付近で濁度が素早く上昇した。これは、H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)がコ
アセルベートを形成し、白濁したためである。濁度は 10ºC付近で直ちに上限に達した。
溶液の温度を下げると、8ºC 付近から濁度が下がり始め、4ºC で元の値に戻った。H-
(WPGVG)n-NH2 (n=3)は僅か 15残基のペプチドにもかかわらず、少なくとも 200 残基か
らなるポリペプチド(VPGVG)n (n>40)と同等の強度を示した 29。対照的に、H-(WPGVG)n-
NH2 (n=1, 2)は 30 mg/ml において 93ºCまで温度を上昇させても濁度は変化せず、コアセ
ルベーションを示さなかった。これらのペプチドは、濃度を 100 mg/ml に上げてもコア
セルベーションを示さなかった。また H-(WPGVG)n-NH2 (n=4, 5)に関しては、疎水度が
高く 30 mg/ml に調整できなかったため測定を行うことができなかった。しかし、H-
(WPGVG)n-NH2 (n=4)、H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)はそれぞれ 6 mg/ml、2 mg/ml でコアセル
ベーションを示した。 
 コアセルベーションに対する疎水性相互作用の影響に加え、親水性の影響を調べるた
めに、Tyr 含有ペンタペプチド H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)の濁度測定を行った。その結果、
H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)のみが高濃度（70 mg/ml）でコアセルベーションを示した（Fig. 
26B）。一方、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-4)に関しては濃度 100 mg/ml でさえコアセルベーシ
ョンを示さなかった。このことから、Tyr 含有ペプチドアナログは Trp 含有ペプチドア
ナログよりもコアセルベーション能が弱いことがわかった。 
 (YPGVG)配列、(FPGVG)配列、(WPGVG)配列における同じ濃度（30 mg/ml）でのコア
セルベーション能の比較を行った結果を Figure 27 に示した。Figure 27 は H-(FPGVG)n-
NH2 (n=5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)、H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)の 30 mg/ml における濁度測
定の結果を示している。H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)は最も短い配列にもかかわらず、最も低
温である 7ºC付近からコアセルベーションを開始した。一方 H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)は体
温（38ºC）付近からコアセルベーションを開始し、H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)に関しては 30 
mg/ml ではコアセルベーションを示さなかった。これらの結果から、H-(WPGVG)n-NH2 
(n=3)は非常に強いコアセルベーション能を示す事が明らかとなった。 
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Fig. 26. (A) H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-3)における濁度測定（濃度 30 mg/ml） 
(B) H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)における濁度測定（濃度 70 mg/ml） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 27. H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)、H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=5) 
における濁度測定の比較（濃度 30 mg/ml） 
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4-4-4. CD測定による二次構造解析 
4-4-4-1. TFE溶媒中での測定：重合度毎における構造の解析 
H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)に対してＣ
Ｄ測定を行った。TFE溶媒を用いて測定した結果を Figure 28A-Cに示す。Figure 28Aか
ら、Trp 含有ペンタペプチドは H-(WPGVG)n-NH2 (n=2-5)が類似したスペクトルを示した
ため、類似した構造を有していることが示唆された。特に、濁度測定によりコアセルベ
ーションを示した H-(WPGVG)n-NH2 (n=3-5)に関しては 225 nmに正のバンドを持つ非常
に類似したスペクトルを示した。一方、H-(WPGVG)n-NH2 (n=1)は異なるスペクトルを示
した。H-(WPGVG)n-NH2 (n=2)に関しては、コアセルベーション特性を示さなかったにも
かかわらず H-(WPGVG)n-NH2 (n=3-5)と類似したスペクトルであった。 
 続いて、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)の TFE中での CD測定の結果を Figure 28Bに示した。
その結果、200、218、230 nm付近におけるバンドが観測された。H-(YPGVG)n-NH2 (n=3-
5)は特に類似したスペクトルを示し、さらに繰り返し回数の増加に伴う 200 nm 付近の
負のバンドの減少が観測された。H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)の CD測定においても同様な
傾向がみられ、H-(FPGVG)n-NH2 (n=3-5)は類似したスペクトルを示し、類似した二次構
造を有していることが示唆された。 
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Fig. 28. TFE 溶媒中における CD測定（濃度 0.1 mg/ml） 
(A)H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)、(B)H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)、(C)H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5) 
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4-4-4-2. 水中での測定：温度変化に伴う構造変化の観察 
温度変化による構造の変化を調べる目的で、各ペプチドに対して水中での CD測定を行
った（Fig. 29A-F）。H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)の昇温と降温の結果をそれぞれ Figure 29A（昇
温）、Figure 29B（降温）に示す。低温において、H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)では 200 nm付
近に大きな負のバンドと 225 nm付近の大きな正のバンドが観測された。温度が 10ºCか
ら 60ºCへ上昇すると、これらの二つのバンド強度は減少した（Fig. 29A）。TFE中での
測定では 225 nm付近の正のバンドが繰り返し回数の増加に伴い減少しており、水中で
の測定の変化と類似していた。再び温度を減少させると、225nm付近の正のバンドの強
度は増加しスペクトル全体が元のスペクトルへと戻った（Fig. 29B）。これらの可逆的な
変化は、H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)が可逆的で温度依存的な二次構造変化を示すことを示唆
している。さらに、215 nm付近に isodichroic point を有しており、２つの二次構造を有
していることを示唆している。H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)においても、温度依存的な変化が
観測された（Fig. 29C, D）。温度が上昇すると 200 nm付近の負のバンドが減少し、一方
218 nm 付近の負のバンドは増加した。これらの結果は温度上昇に伴いランダム構造が
減少していることを示唆している。さらに、210 nm付近に isodichroic point を有してお
り、２つの異なる二次構造を有しており、温度変化により構造が変化していることを示
唆している。200 nm 付近の変化は H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)においても同様な変化が観測
され、温度が増加するにつれてバンド強度が減少し、温度を下げるとバンド強度も増加
し、元のスペクトルに戻った（Fig. 29E, F）。 
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Fig. 29. 芳香族含有ペンタペプチドの水中における CD 測定（濃度 0.1 mg/ml） 
(A)H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)：昇温 (B)H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)：降温 
(C)H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)：昇温       (D)H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)：降温 
(E)H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)：昇温             (F)H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)：降温 
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4-4. Discussion 
第 2章、第 3章の結果から、(VPGVG)における 1位の Val の疎水度を上げる事でコア
セルベーション能が向上し、さらに、芳香環によってもコアセルベーションが促進され
る可能性が示唆された。そこで、第 4章では 3種類の芳香族アミノ酸を用いたペプチド
アナログ H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、
を用いてコアセルベーション能と芳香環の影響について検討した。 
 
4-4-1. 重合度と自己集合能の関係 
H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)における濁度測定を行った結果、30 mg/ml において 7ºC付近
から濁度を示した（Fig. 26A）。この結果は、僅か 15残基からなる H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)
が poly(VPGVG)やトロポエラスチン（約 63 kDa）と同等あるいはそれ以上のコアセル
ベーション能を持つということを示唆している 29, 55。また、同じ濃度 30 mg/ml におけ
る(WPGVG)3、(YPGVG)5、(FPGVG)5 のコアセルベーション能の比較においても、最も
短い配列(n=3)である(WPGVG)3 が最も強いコアセルベーション能を有していた（Fig. 
27）。これは、Trp 残基の高い疎水度に加えて、インドール環の大きな π電子系が影響を
与えているのかもしれない。一方、(FPGVG)5は体温付近（38ºC）でコアセルベーション
を示し、(YPGVG)5 は示さなかった。同じ鎖長における溶出時間を比較したところ、
(WPGVG)>(FPGVG)>(YPGVG)の順であった（例：(WPGVG)5 : 42.2±0.08 min、(FPGVG)5 : 
40.7±0.07、(YPGVG)5 : 29.0±0.09）（Table19, Fig 24）。(WPGVG)と(FPGVG)ではコアセル
ベーション能に差がみられたが、溶出時間は大きくは変わらなかった。一方、(YPGVG)
は溶出時間が非常に早く、疎水度が低いことが確認された。さらに、(YPGVG)は(IPGVG)
と比較しても疎水度が低かった（Fig. 25）。しかし、(IPGVG)5は 100 mg/ml においても
コアセルベーション能を示さなかった事に対し、(YPGVG)5 は高濃度（70 mg/ml）では
あるがコアセルベーション能を示した。つまり、(YPGVG)5は(IPGVG)5よりも疎水度が
低いにもかかわらず強いコアセルベーションを示しており、このことは芳香環がコアセ
ルベーション能を促進させたということを示唆している。 
 
4-4-2. (XPGVG)n (n=1-5) (X=W, Y)の二次構造的特徴 
次に、(WPGVG)、(YPGVG)、(FPGVG)に対して CD測定を行った。TFE中での測定で
は、それぞれのペプチドに特徴的なバンドが観測された（Fig. 28）。これらはそれぞれ芳
香族アミノ酸である Trp、Tyr、Pheがスペクトルに影響を与えていると考えられる。芳
香族アミノ酸は CDスペクトルに影響を与えるため、芳香族アミノ酸を多く含む場合は
正確な二次構造の割り当てが困難である 52, 53。しかし、繰り返し回数により構造が変化
していることは確認できた。同様に、水中においてもこれらのペプチドはそれぞれ特徴
的なスペクトルを示し、それぞれのスペクトルは温度の上昇、下降に応答して可逆的に
変化した（Fig. 29）。この測定においても正確な二次構造の割り当ては困難であるが、芳
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香族含有ペンタペプチドも他のエラスチン由来ペプチドと同様に温度依存的な構造変
化を起こすことが明らかとなった。 
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第５章 
フェニルアラニン含有ペプチドを利用した 
ドラッグデリバリーシステム用担体としての検討 
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5-1. Introduction 
第 2章から第 4章までに、様々なペプチドアナログを用いてコアセルベーション能の
検討を行ったところ、VPGVG配列の 1位のアミノ酸の疎水度を上げる事、芳香族アミ
ノ酸を用いる事で、短い配列でもコアセルベーションを示すことがわかった。特に、
WPGVG 配列では僅か 15 残基である(WPGVG)3が 200 残基以上から成るポリペプチド
と同等のコアセルベーション能を示した。近年、エラスチン由来ポリペプチドはドラッ
グデリバリーシステム（DDS）の担体など、様々なバイオマテリアルへの応用が期待さ
れている。しかし、繰り返し回数が大きなポリペプチドを確保するためには合成が困難
で時間がかかるという技術的な問題やコストがかかるという問題もあり、産業界におい
てはほとんど用いられていない。そこでより短い配列で十分なコアセルベーション能を
有するペプチドが求められる。本研究室で開発した繰り返し回数が短いエラスチン由来
ペプチドはこれらの問題を解決できる可能性がある。よって、第 5章ではドラッグデリ
バリーシステムの担体としての利用を検討した。 
 本研究で検討したペプチドの中では、十分なコアセルベーション能を示す配列の中で
(WPGVG)3が最も短い配列であることがわかった。しかし、(WPGVG)3は水溶液の調整
が非常に困難であったため、バイオマテリアルへの応用は困難である事が考えられる。
よって、ここでは(WPGVG)3の次に短い配列で十分なコアセルベーション能を有してい
た(FPGVG)5 を用いて検討を行った。まず、コアセルベーション状態におけるペプチド
の粒子径を観察し、DDS担体として有用かどうかを検討した。次に、モデル薬物として
色素を用いてペプチドによる色素の包含、徐放試験を行った。また、比較として一般的
なタンパク質である BSAを用いた検討も行った。 
 
 
5-2. Materials 
H-(FPGVG)5-NH2 
Biebrich Scarlet（色素）    SIGMA-ALDRICH 
BSA（ウシ血清アルブミン）   和光純薬工業株式会社 
 
 
 
5-3. Methods 
5-3-1. 粒径測定 
Phe含有エラスチン由来ペプチド H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)に対して動的光散乱法により粒
径測定を行った。装置には DLS-7000ダイナミック光散乱光度計（大塚電子）を用いた。
温度は 15ºC（低温）と 37ºC（体温）で行い、温度による粒径の変化を観察した。溶媒
には水を用い、濃度は 40 mg/ml に調製した。 
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5-3-2. 色素包含及び徐放試験 
DDS の担体への応用の基礎検討として、H-(FPGVG)5-NH2を用いた色素包含・徐放試
験を行った。また、一般的なタンパク質と比較するために BSA（ウシ血清アルブミン）
を担体として使用した。手順を Fig. 30に示す。 
① まず、H-(FPGVG)5-NH2（または BSA）及び色素をそれぞれ水に溶解させた。このと
き、各溶液を混合させた際の(FPGVG)5の最終濃度が 30 mg/mLとなるように調製し
た。すなわち、(FPGVG)5 の調製は(30 mg/900 μL)となるように行った。色素は 6 
mg/mL及び 0.6 mg/mL の溶液をそれぞれ調製した。 
② 次に、目的のペプチド濃度、色素量となるように二つの溶液を混合させ、4ºCで 24
時間静置した。色素量を 0.6 mgに設定して実験を行う際は、①で 6 mg/mL に調製
した色素を 100 μLとり(FPGVG)5溶液に加えた。色素量を 0.06 mgに設定して実験
を行う際は、①で 0.6 mg/mLに調製した色素を 100 μLとり(FPGVG)5溶液に加えた。 
③ その後、コアセルベーションを示す温度である 37ºCで 24時間静置することによっ
て、(FPGVG)5に色素を包含させた。 
④ 24 時間後、遠心分離（10000 rpm, 3 min, 40ºC）を行い、上清（1 mL）をシリコナイ
ズドエッペンに回収し、これを 1日目の上清とした。その後、分光光度計（JASCO: 
Ubest V-560）を使用し、回収した上清の波長 490 nmにおける吸光度を測定するこ
とで色素の徐放量を確認した。セルにはプラスチック製キュベット（容量: 1.5 ml、
光路長: 10 mm）を使用した。また、徐放された色素量は検量線を用いて求めた。 
⑤ 残渣には、予め 37ºC に保温していた水（1 ml）を加え、再び 37ºCで 24時間静置さ
せた。残渣に新しい水を加える際は、包含物を刺激しないように穏やかに加えた。 
⑥ 24 時間後、再び上清を回収し波長 490 nmにおける吸光度を測定し、色素の除放量
を確認した。この後は⑤、⑥の操作を徐放試験が 3週間（BSAは 1週間）になるま
で繰り返し行った。 
 
本試験の条件を Table 20にまとめた。担体としては H-(FPGVG)5-NH2及び BSAの 2種
類を用意し、包含物は色素（0.06 mg, 0.6 mg）を使用した。 
 
Table 20. 包含・徐放試験の条件 
 担体 担体濃度（mg/ml） 包含物質 包含物質量（mg） 
条件① H-(FPGVG)5-NH2 30 BS（色素） 0.06    
条件② H-(FPGVG)5-NH2 30 BS（色素） 0.6 
条件③ BSA 30 BS（色素） 0.06 
条件④ BSA 30 BS（色素） 0.6 
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Fig. 30. H-(FPGVG)5-NH2を用いた色素包含・徐放試験の手順 
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5-4. Results 
5-4-1. (FPGVG)5の温度変化に伴う粒子径変化の観察 
エラスチン由来ポリペプチドと類似したコアセルベーション特性を示した H-
(FPGVG)n-NH2 (n=5)に関して、DLS測定によりコアセルベート状態時に形成する粒子の
サイズが DDS担体として有用であるかどうかを検討した。粒径測定の結果を Figure 31
に示した。低温（15ºC、Fig. 31A）では、Rh<10 nmであることに対し、高温（37ºC、Fig. 
31B）では Rh=60-70 nmと温度変化に対応した粒径の変化が観測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 31. H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)の粒径測定 (A)低温（15ºC） (B)高温（37ºC） 
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5-4-2. (FPGVG)5を用いた色素包含・徐放試験 
次に、H-(FPGVG)5-NH2を担体として用いた色素包含・徐放試験を行った。各条件につい
ては Table 20（P77）に示した通りである。 
 
5-4-2-1. H-(FPGVG)5-NH2－色素 0.06 mgの包含・徐放試験結果 
 条件①の色素包含・徐放試験結果を Figure 32に示した。条件①は H-(FPGVG)5-NH2に
色素 0.06 mgを混合させたものである。3週間にわたって緩やかに色素を徐放し、全て
の色素を徐放した。また、色素包含量に対する色素徐放の割合が高く、効率よく色素を
徐放できていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 32. H-(FPGVG)5-NH2 (30 mg/ml)における色素徐放試験（色素：0.06 mg） 
 
5-4-2-2. H-(FPGVG)5-NH2における色素包含・徐放試験（色素 0.6mg） 
条件②の色素包含・徐放試験結果を Figure 33に示した。条件②は H-(FPGVG)5-NH2に
色素 0.6 mgを混合させたものである。3週間にわたって緩やかに色素を徐放した。条件
①に比べて、包含量に対する徐放量の割合は低く、3 週間での徐放率は 37.4%であり、
全ての色素を徐放することはなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 33. H-(FPGVG)5-NH2 (30 mg/ml)における色素徐放試験（色素：0.6 mg） 
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5-4-2-3. BSAにおける色素包含・徐放試験（色素 0.06 mg） 
条件③の色素包含・徐放試験結果を Figure 34 に示した。条件③は BSAに色素 0.06 mg
を混合させたものである。結果として、包含・徐放試験の 1日目にほとんど全ての色素
を徐放し、2日目以降の徐放はほとんど観測されなかった。この結果より、BSAは色素
を包含・徐放する能力がないことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 34. BSA (30 mg/ml) における色素徐放試験（色素：0.06 mg） 
 
 
5-4-2-4. BSAにおける色素包含・徐放試験（色素 0.6 mg） 
条件④の色素包含・徐放試験結果を Figure 35 に示した。条件④は BSAに色素 0.6 mgを
混合させたものである。結果として、条件④は包含・徐放試験 1 日目に色素を徐放し、
2日目以降の徐放はあまりみられなかった。この結果より、BSAは色素を包含・徐放す
る能力がないことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 35. BSA (30 mg/ml) における色素徐放試験（色素：0.6 mg） 
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5-4-2-5. 色素包含・徐放試験のまとめ 
実施したすべての色素徐放試験の結果を Fig. 36 に示した。担体として H-(FPGVG)n-
NH2 (n=5)を用いた条件①及び②ではいずれも緩やかな徐放を示した。一方、条件③及び
④は除放を示さなかった。条件②は条件①に比べ徐放量が多く、条件④は条件③に比べ
て徐放量が多かった。また、H-(FPGVG)5-NH2及び BSAに色素を包含させた際の、色素
の包含量および包含率の結果を Table 21に示す。条件①及び②は高い包含率を示し、条
件③は全く包含しておらず、条件④の包含率は低かった。今回の色素包含・徐放試験を
通して、H-(FPGVG)5-NH2には色素を包含し徐放する能力があることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
条件①：(FPGVG)5 (30 mg/ml) – 色素 (0.06 mg) 
条件②：(FPGVG)5 (30 mg/ml) – 色素 (0.6  mg) 
条件③：BSA (30 mg/ml) – 色素 (0.06 mg) 
条件④：BSA (30 mg/ml) – 色素 (0.6  mg) 
 
Fig. 36. 色素包含・徐放試験のまとめ 
 
 
Table 21. 各条件における包含量及び包含率 
 包含量 包含率 
条件①  0.057 95.5 
条件②  0.596 99.4 
条件③ 0.00   0.00 
条件④  0.13 21.6 
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5-5. Discussion 
 ここまで、様々なエラスチン由来ペプチドアナログを設計しコアセルベーション能
を検討した結果、僅か 15 残基や 25残基からなる短鎖ペプチドが 200残基以上から成
るポリペプチドと同等のコアセルベーション能を示した。現在ではバイオマテリアル
用の素材として poly(VPGVG)が広く研究されている。しかし、ポリペプチドを確保す
るためには合成が困難であり時間もかかるという技術的な問題やコストがかかるなど
の問題点がある。そこで第 5章では、ポリペプチドの代替素材を目指して、コアセル
ベーションを示す短鎖ペプチドを用いたＤＤＳ担体への検討を行った。コアセルベー
ションを示す最も短い配列は(WPGVG)3であるが、調整が困難であるため、ここでは
次に短い配列である(FPGVG)5を用いた検討を行った。 
まず、DLS測定による粒径測定を行った結果、温度依存的な粒径の変化が観察さ
れ、高温では 60-70 nmの粒径が観測された。VPGVG配列を基盤としたエラスチン由
来ポリペプチドは DDS担体への応用として広く研究されている。これらのペプチドは
転移温度以上でのみコアセルベーションを起こしナノ粒子を形成し、その粒径は 30-
500 nmと様々である 56-63。今回測定した H-(FPGVG)5-NH2の粒径もその範囲内であ
り、ポリマーの代替材料としての可能性が示唆された。 
続いて、H-(FPGVG)5-NH2及び BSAを用いて 4つの条件で色素包含・徐放試験を行
った。各条件を比較すると次のような H-(FPGVG)5-NH2を用いた実験の方向性、H-
(FPGVG)5-NH2の性質等が考えられる。H-(FPGVG)5-NH2を担体として用いた条件①で
は 95.5%と高い包含率を示し、緩やかな徐放を示した（Fig. 32）。また、徐放試験を開
始しておよそ 3週間で全色素を放出した。条件②においても 99.4%と高い包含率を示
し、緩やかな徐放を示した（Fig. 33）。さらに、徐放試験を開始して 3週間経っても、
色素の徐放は持続していた。条件②に比べて、条件①の方が色素の包含量に対する徐
放量の割合が高い。これは、条件①は色素包含量が少ないため、3週間で H-(FPGVG)5-
NH2から色素が全て徐放され、条件②は色素包含量が多いため 3週間では色素を全て
徐放し切れなかったためであると考えられる。これらの結果より、短鎖型ペプチド H-
(FPGVG)5-NH2は薬物を包含・徐放できる可能性が示唆された。一方、比較として BSA
を担体として用いた条件③では色素を全く包含しなかった。また、条件④においても
21.6%と包含率は低く、BSAは H-(FPGVG)5-NH2に比べて色素を包含する能力が低いこ
とがわかる。これは、H-(FPGVG)5-NH2は自己集合能を用いて色素を包含する能力があ
るが、BSAには色素を包含できる特性はなく、H-(FPGVG)5-NH2がドラッグデリバリー
システムの担体として有用であることを示唆している。 
 本研究において、H-(FPGVG)5-NH2が色素を包含し徐放できることを示した。今後、
H-(FPGVG)5-NH2をドラッグデリバリーシステムへ応用するために、モデル薬物を使っ
た包含・徐放試験を行う必要がある。また、色素を包含し徐放することができたた
め、今後は色素を目的の場所に確実に届ける技術(ターゲティング)の設計を行ってい
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きたい。担体の物理化学的性質を利用してターゲティングを行う受動的ターゲティン
グというものがある 64。その代表例が EPR効果である。これは正常組織の血管は隙間
なく構成されているが、がん組織の血管はナノサイズ（直径が約 10-200 nm）の担体が
入り得る隙間が存在しているというものである 65。この隙間を利用して、薬物を包含
させた担体をがん組織に蓄積させることができる。今回の粒径測定、徐放試験の結果
は、H-(FPGVG)5-NH2の DDS担体としての応用の可能性を示唆している。 
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第６章 
結論 
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 VPGVG配列は、エラスチンに特有な性質であるコアセルベーション能を示す。コ
アセルベーションは温度応答性の分子の自己集合、解離の性質である。この性質はエ
ラスチンの弾性機能に重要と考えられているだけでなく、バイオマテリアルへの応用
も期待されている。しかし、その分子構造はまだ明らかではなく、自己集合性ペプチ
ドの機能と構造の系統的な研究が必要である。また、バイオマテリアルへの応用が期
待されているペプチドはポリマーであり、作製が困難、コストがかかるなどの問題が
懸念されている。よって、作製が安易でコストも抑える為に、十分なコアセルベーシ
ョン能を示すより短いペプチドの開発が求められる。 
本博士論文では、自己集合性ペプチドの機能及び構造解析（第２章）、自己集合を示
す短鎖型ペプチドの開発（第３，４章）、短鎖ペプチドを用いたドラッグデリバリーシ
ステム（DDS）担体への検討（第５章）の順で論述した。まず、自己集合性ペプチド
の機能及び構造解析では、自己集合を示すペプチドは温度変化に伴い構造が変化し、
コアセルベーションを起こす高温状態においては II型 β ターン構造の含有量が増加し
た。一方、自己集合を示さないペプチドも温度変化に伴う構造変化を起こすが、高温
においても不規則な構造が多い結果となった。つまり、コアセルベーションには連続
した II型 β ターン構造が重要であると言う事が示唆された。次に、十分なコアセルベ
ーション能を示す短鎖型ペプチドの開発においては、基本配列である VPGVG 配列の
1位の Val を芳香族アミノ酸に置換することでコアセルベーション能が大きく促進さ
れ、短鎖型ペプチドにおいても十分なコアセルベーションを示すことが明らかとなっ
た。特に、(WPGVG)3、(FPGVG)5はそれぞれ僅か 15 残基、25残基から成るペプチド
であるが、少なくとも 200 残基から成る poly(VPGVG)と同等なコアセルベーション能
を示した。つまり、素材としての確保が容易な短鎖型ペプチドがポリマーの代替材料
として利用できる可能性を示唆している。また、一般的にコアセルベーション能には
分子の疎水度が重要とされているが、さらに付加的に促進させる因子を発見したこと
は本研究が初めてである。このことは、マテリアルの分子設計においても有用な知見
である。最後に、実際に短鎖型ペプチドがバイオマテリアルとして有用かどうかを調
べる為に、DDS担体への検討を行った。ここでは、調整の容易さなどを考慮して
(FPGVG)5を用いて、モデル薬物である色素の包含・徐放試験を行った。その結果、3
週間にわたり緩やかに除放されることが観察され、僅か 25残基から成る短鎖ペプチド
がポリマーの代替素材として有用であることが明らかとなった。 
本研究では、様々なエラスチン由来ペプチドアナログを設計して系統的な検討を行
った。その結果、コアセルベーションに必要な分子構造、分子サイズ、促進因子な
ど、エラスチンの弾性機能解明やバイオマテリアル用素材としての設計に関する様々
な知見が得られた。 
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